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RESUMO

GUERRERO, AT. Participacao de receptores TOLL-LIKE 2 e 4, citocinas e quimiocinas
na resposta hipernociceptiva articular em um modelo de inflamagao articular. 2008.
215 p. Tese- Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto —

Universidade de Sio Paulo, Ribeirdo Preto, SP.

Existem evidéncias experimentais e clinicas da participacdo de diferentes receptores e
mediadores no desenvolvimento e manutengao da artrite reumatéide Corroborando o carater
multifatorial dessa patologia, cerca de 30% dos pacientes ndo respondem a terapia anti-
TNF-o. Dessa forma, a investigacao dos mediadores envolvidos na patogénese da artrite
pode contribuir para abordagens terapéuticas mais eficientes. Além disso, apesar da dor
articular ser um dos sintomas clinicos mais importantes dessa doenca devido a
incapacitagdo motora ainda existe um longo caminho para sua compreensdo. Dados da
literatura demonstram a participagao das citocinas TNF-a, IL-1f, IL-18, quimiocinas KC e
MIP-1a, e receptores TRL-2 e TRL-4 em quadros de artrite tanto em animais quanto em
humanos. Assim, como a artrite reumatéide é caracterizada pela intensa dor articular e
infiltrado inflamatdrio crénico no tecido sinovial, este estudo teve por objetivo investigar o
efeito nociceptivo articular e a migragao leucocitaria articular, bem como a inter-relagcao
entre esses efeitos e a hierarquia entre os mediadores envolvidos neste modelo de
inflamacao articular. Primeiramente, detectou-se que a injecao intra-articular de zimosan ou
LPS induziu resposta hipernociceptiva mecanica articular. A hipernocicepcdo mecanica
articular induzida por zimosan ou LPS foi inibida pelo pré-tratamento com um antagonista de
receptores CXCR1/2- DF2162 e IL1Ra. Ademais, a hipernocicepgao articular induzida por
zimosan ou LPS foi reduzida em camundongos deficientes para o receptor p55 do TNF-q,
Toll-like 2, deficientes na via de sinalizacdo para Toll-like 4 e molécula MyD88. Ao avaliar a
migracao leucocitaria articular utilizando o método da mieloperoxidase (MPQO) observou-se
reducdo da migracdo leucocitaria articular tanto nos tratamentos quanto nos animais
deficientes acima mencionados. Assim, esses resultados sugerem uma correlagcao entre
resposta hipernociceptiva articular e migracado leucocitaria articular. Além disso, para
confirmar a participagdo de TNF-o, IL-1B e KC utilizando a técnica de ELISA foram
detectadas a presenca significativa destas citocinas nos tempos de 3-5 horas apés injecao
intra-articular de zimosan ou LPS. Ademais, observou-se que o TNF-q, IL-1 e KC induziram
resposta hipernociceptiva articular de maneira dose-tempo-dependentes. A hipernocicepgao
articular induzida pelo TNF-o. IL-138 e KC foram parcialmente inibida pelo pré-tratamento com

indometacina, guanetidina, associacio entre indometacina e guanetidina , IL-1Ra e DF2162.
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Além disso, detectou-se que animais deficientes para o receptor TNFRI do TNF-a
apresentaram reducdo da resposta hipernociceptiva articular. Dando continuidade ao
estudo, foi detectado que a administracao intra-articular de TNF-o induziu a produgao de IL-
1B e quimiocina KC. De maneira complementar, as concentragcbes de TNF-a e IL-13
estavam elevadas nas articulagbes de animais que receberam administracéo intra-articular
de KC. Também foi observado que a administragao intra-articular de IL-1 induziu aumento
das concentragdes articulares de TNF-a e quimiocina KC. Avaliando-se os resultados acima
descritos podem-se sugerir a participacdo de prostandides, aminas simpaticas, TNF-a
agindo via receptores TNFRI, IL-18 e KC. Em conjunto, os resultados acima descritos,
sugerem o conceito de que na resposta hipernociceptiva articular induzida pelo TNF-a, IL-13
e quimiocina KC, estas citocinas e quimiocina estao agindo de maneira retro-alimentativa ou
se auto-regulando e também precedem a liberacdo dos mediadores finais da
hipernocicepc¢éao inflamatéria (prostandides e aminas simpéaticas). O segundo objetivo deste
estudo foi investigar a existéncia de uma inter-relagdo entre o fendbmeno hipernociceptivo
articular e a migracao leucocitaria articular induzidas pelas citocinas (TNF-a e IL-1B) e
quimiocina KC. E observou-se que estes mediadores pro-nociceptivos apresentaram
aumento da migragdo leucocitaria articular. Foi observado que o pré-tratamento com
fucoidina (inibidor da migragao leucocitaria) inibiu tanto a resposta hipernociceptiva articular
induzida pelo TNF-q, IL-1B e KC quanto a migracgao leucocitaria articular induzida pelo TNF-
a, IL-1B e KC. Assim, esses resultados sugerem uma correlagdo entre resposta
hipernociceptiva articular e migragao leucocitaria articular induzidas pelo TNF-a, IL-1B e
quimiocina KC. Concluindo, este trabalho contribuiu para a elucidacdo, pelo menos em
parte, dos mecanismos envolvidos na resposta hipernociceptiva articular induzida pelo
zimosan (agonista toll-like 2) e LPS (agonista toll-like 4). Além de sugerir que as citocinas
TNF-a e IL-1B e quimiocina KC estao agindo de maneira retro-alimentativa neste modelo de

inflamacao articular.

Palavras-Chave: citocinas, quimiocinas, hipernocicepgao articular, migracao de neutrdfilos,
receptores toll-like, MyD88, MAL/TIRAP, TRIF.
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ABSTRACT

GUERRERO, AT. Participation of TOLL-LIKE 2 and 4 receptors, cytocines and
chemokines in the articular mechanical hypernociceptive response in an articulation
inflammation model. 2008. 215 p. Thesis — Department of Pharmacology of the College of

Medicine of Ribeirao Preto — University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, SP.

There is experimental and clinical evidence of the participation of different receptors and
mediators in the development and maintenance of rheumatoid arthritis. Corroborating the
multifactorial character of this pathology, approximately 30% of the patients do not answer
the anti-TNF-a therapy. Thus, the investigation of the mediators involved in the arthritis
pathogenesis may contribute to develop more efficient therapeutic approaches. Furthermore,
although the articular pain is among the most important of the clinical symptoms of this
disease because of the resulting motor inability, there is still a long way until it can be
understood. Data in the literature show that the participation of TNF-q, IL-18, IL-18 cytocines,
KC and MIP-1a chemokines, and TRL-2 and TRL-4 receptors in arthritis both in animals and
humans. Thus, as rheumatoid arthritis is characterized by an intense articular pain and
severe inflammatory infiltration in the synovial tissue, this study aimed to investigate the
articular nociceptive effect and the articular leukocyte migration, as well as the articular
interrelation between these effects and the hierarchy of the mediators involved in this
articular inflammation model. Firstly, it was detected that the intra-articular zymosan or LPS
injection induced an articular mechanical hypernociceptive response. The articular
mechanical hypernociceptive response induced by zymosan or LPS injection was inhibited
by the pre-treatment with an antagonist of CXCR1/2- DF2162 and IL1Ra receptors.
Moreover, the articular hypernociception induced by zymosan or LPS was reduced in
deficient mice for the p55 of the TNF-a receptor, Toll-like 2, deficient signalizing via for Toll-
like 4 and MyD88 molecule. Through the assessment of articular leukocyte migration by
means of myeloperoxidase (MPO), it was observed a reduction of the articular leukocyte
migration both in the treatment and in the deficient animals mentioned above. Thus, these
results suggest a correlation between the articular hypernociceptive response and the
articular leukocyte migration. Apart from that, in order to confirm the participation of TNF-o,
IL-18 and KC using the ELISA technique, a significant production of these cytocines was
detected between 3-5 hours after the intra-articular zymosan or LPS injection. It was also
observed that TNF-a, IL-18 and KC induced articular hypernociceptive response in a dose-
time-dependent pattern. The articular hypernociception induced by TNF-o IL-18 and KC was

partially inhibited by the pre-treatment with indomethacin, guanethidine, indomethacin and
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guanethidine association, IL-1Ra and DF2162. Futhermore, it was detected that animals
deficient in the TNFRI receptor of the TNF-a showed a reduction in the articular
hypernociceptive response. Continuing the study, it was observed that the intra-articular
administration of TNF-o induced the production of IL-18 and KC chemokine. Additionaly, the
TNF-a and IL-1B concentrations were high in the articulations of animals that received intra-
articular administration of KC. It was also observed that the intra-articular administration of
IL-1B induced an increase in articular concentrations TNF-a and KC chemokine. Assessing
the results described above may suggest the participation of prostanoids, sympathetic
amines, TNF-a acting through TNFRI, IL-18 and KC. Together, the results described above
suggest that the concept that in the articular hypernociceptive response induced by TNF-a,
IL-18 and KC chemokine, these cytosines and chemokine are acting in a cyclic way or they
are self-relating and also precede the liberation of the final mediators of the inflammatory
hypernociception (e.g. prostanoids and sympathetic amines). The second aim of this study
was to investigate the existence of a interrelation between the articular hypernociceptive
phenomenon and the articular leukocyte migration of induced by cytokines (TNF-a and IL-
1B) and KC chemokine. It was observed that these pro-nociceptive mediators induced an
increase in the articular leukocyte migration. The treatment with fucoidin (leukocyte migration
inhibitor) not only inhibited the articular hypernociceptive response induced by TNF-qa, IL-13
and KC, but also the articular leukocyte migration induced by TNF-a, IL-18 and KC. Thus,
these results suggest a correlation between the articular hypernociceptive response and the
leukocyte migration induced by TNF-qa, IL-1B and KC chemokine. In conclusion, this study
contributed to elucidate, at least partially, of the mechanisms involved in articular
hypernociceptive response induced by zymosan (agonist toll-like 2) and LPS (agonist toll-like
4). It also suggests that cytokines TNF-a, IL-18 and KC chemokine are acting in a cyclic way

in this articular inflammation model.

Key Words: cytocines, chemokines, articular hypernociception, migration of neutrophil, toll-
like receptors, MyD88, MAL/TIRAP, TRIF.
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1 INTRODUGAO

1.1 Dor Inflamatoéria

A definicdo de dor mais aceita € endossada pela Associacao Internacional
para o Estudo de Dor (IASP) “como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada ou ndao a uma lesao tecidual” (MERSKEY e BOGDUK,
1994). Contudo, Ferreira'(2004) define dor como sendo, “uma sensacéo nociceptiva
induzida em um tecido normal ou lesionado por estimulos fisicos e/ou quimicos de
origem endogena e/ou exdégena, assim como por disfungdes patoldgicas e/ou
psicoldgicas, cuja percepgao causa emogoes desagradaveis e/ou comportamentos

aversivos”.

A dor sempre foi interpretada pelo homem como um flagelo. O homem
primitivo associava a dor a presenga de espiritos malignos ou fluidos magicos no
organismo. Ja Aristoteles defendia a idéia de que a dor era uma experiéncia oposta
ao prazer, e Descartes evidenciou a existéncia de vias nervosas especificas que
seriam responsaveis pela conducdo de informacbdes sensoriais periféricas até o
cérebro. Desde a idade média a dor é considerada como sensacido de alerta e
protecao do organismo contra o dano fisico (para revisao ver PRADO, 1999). Até os
dias atuais, a dor é considerada como uma funcédo protetora, a qual informa as

condigdes em que se encontram o meio interno e externo do organismo.

Segundo, Tauschke et al., (1991), a dor apresenta carater subjetivo e pode
ser compreendida pela identificagcdo de quatro categorias clinicas: nocicepgao,
percepc¢ao de dor, sofrimento e comportamento da dor. Por tras de cada uma destas
categorias estao substratos anatdmicos, fisioldgicos e psicoldgicos (LOESER, 1980).
Corroborando estas observagdes Brandao (2002), descreve que o fendmeno da dor
€ constituido de dois componentes: o componente perceptivo-discriminativo, no qual
o organismo identifica o estimulo doloroso e o componente aversivo-cognitivo-
motivacional, no qual o organismo apresenta respostas defensivas, tais como
retirada reflexa do membro e até mesmo respostas emocionais complexas do tipo

luta/fuga.

! Conceito defendido pelo prof. Dr. Sergio Henrique Ferreira.
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Outra forma de classificar a dor foi proposta por Melzack e Wall (1965), que
destaca as diferencas entre dor aguda e crénica. A dor aguda apresenta funcéo de
alertar o individuo sobre a ocorréncia de lesdo tecidual local e, assim, diminuir o
dano. Neste caso, o organismo é capaz de restabelecer o equilibrio até mesmo sem
necessitar de intervengao médica. Por outro lado, a dor crénica é caracterizada pela
presenca de lesao tecidual ou doencas e outros fatores que perpetuam o quadro,
incapacitando o organismo de restabelecer a homeostasia (LOESER e MELZACK,
1999).

Para que ocorra a percepg¢ao dolorosa pelo sistema nervoso central é
necessaria a ativacdo de receptores sensoriais especializados chamados
nociceptores, que sdo terminagdes nervosas livres de neurdnios pseudo-unipolares,
cujos corpos celulares encontram-se nos ganglios das raizes dorsais e nos ganglios
trigeminais (KANDEL et al., 2000). Estas estruturas possuem limiares de ativagao
especificos que os distinguem de outros tipos de receptores mecanicos e térmicos,
uma vez que sao excitaveis apenas por estimulos como calor nocivo, pressao
intensa ou substancias quimicas irritantes, mas nao por estimulos nao nocivos como
luz e toque (JULIUS e BASBAUM, 2001). Assim, quando & aplicado um estimulo
doloroso, a informagao nociceptiva € convertida em potenciais de acédo pelos
nociceptores e transmitida pelos nervos espinais e cranianos a medula espinal ou
tronco encefalico. Dessa forma, através das fibras aferentes primarias, que sao os
axoénios dos nociceptores, ocorre a transmissdo da informacido nociceptiva da

periferia para o cérebro (RANGE et al., 1996).

Existem duas classes principais de fibras aferentes primarias: fibras A delta
(Ad), as quais sao finas e mielinizadas, e apresentam velocidade de condugéo de 5 a
30 m/s, e as fibras C, que s&o mais finas e ndo mielinizadas, com velocidade de
conducao de cerca de 1 m/s. As fibras Ad respondem apenas a estimulos nocivos
mecanicos e térmicos, enquanto as fibras C respondem a estimulos nocivos
mecanicos, térmicos e quimicos sendo, por isso chamadas de polimodais (RANGE
et al., 1996, JULIUS e BASBAUM, 2001).

E importante resaltar, de maneira simplificada, que um estimulo nociceptivo
na periferia € reconhecido por moléculas sinalizadoras especificas (TRPV1 etc)
presentes nos nociceptores (fibras Ad e C), convertida em impulsos elétricos e

transmitida pelos nervos espinais e cranianos aos neurénios de segunda e terceira
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ordem no sistema nervoso central. Os nociceptores que transmitem a informacéao
nociceptiva de estruturas cranianas contraem sinapses diretamente com neurdnios
secundarios, em nucleos no tronco cerebral. Os presentes nos membros e tronco
conduzem a informacéo nociceptiva para o sistema nervoso central através da raiz
dorsal da medula espinal, onde contraem sinapses com neurdnios de segunda
ordem. Estas sinapses ocorrem no corno dorsal da medula espinal na substancia
cinzenta, que é dividida em dez Iaminas (REXED, 1954). Por exemplo, as laminas | e
Il respondem, exclusivamente, a estimulagdo cutanea nociva. Enquanto, a maioria
dos neurdnios nas laminas IV e V respondem a estimulacao tatil. Além disso, um
grupo de neurbnios presentes, principalmente, na lamina V, respondem tanto a
estimulos de baixa quanto de alta intensidade, oriundos tanto de fibras de grande
quanto de pequeno diametro. Esses sdo denominados neurdnios de amplo espectro
dindmico de resposta (WDR) (WILSON, 1996). Portanto, apdés a informacéao
nociceptiva ser propagada dos neurbnios primarios para os secundarios e sofrer
todas as modulagdes, ela ascende através de diferentes tratos nervosos especificos
até as populacdes de neurbnios no nucleo posterior ventral do talamo, onde essa

informacéao se projetara do tdlamo para areas sensérias do cortex cerebral.

Um denominador comum de todos os tipos de dor inflamatéria é a
sensibilizacdo dos nociceptores. Este fendmeno € resultado da liberacdo de
mediadores quimicos por varios tipos celulares residentes e migratérios no local da
lesao tecidual. Enquanto, alguns mediadores atuam sensibilizando os nociceptores,
ou seja, diminuindo o limiar de ativagcdo, como as prostaglandinas (PGy),
prostaciclinas (PGly), as aminas simpaticas e os leucotrienos (LTs), outros ativam
diretamente o0s nociceptores, como, por exemplo, serotonina, histamina e
bradicinina, causando imediata manifestagcdo da dor (ARMSTRONG et al., 1957,
SICUTERI et al., 1965; FERREIRA, 1972; WHALLEY et al., 1987; FLOREZ, 1993).
Como comentado anteriormente a liberacdo de mediadores quimicos de varias
origens celulares decorrentes da les&o tecidual local pode sensibilizar e/ou ativar
diretamente os nociceptores (FLOREZ, 1993). Eletrofisiologicamente, a
sensibilizagdo dos nociceptores é caracterizada pela redugao do limiar necessario
para ativa-los, pelo aumento da atividade espontanea do neurdnio e pelo aumento
da freqiéncia de disparos em resposta a estimulos supralimiares (REIDEL e
NEECK, 2001).
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Esta sensibilizacdo dos nociceptores conduz a alteragdes plasticas nos
neurbnios que transmitem a nocicepgaoe sao reponsaveis pelas modificagdes nas
sensacodes dolorosas durante o processo inflamatério. A plasticidade neuronal pode
ocorrer tanto em nivel periférico quanto central. Ela é importante no aparecimento de
dois fendmenos clinicamente relacionados a dor inflamatdria: alodinia (dor
decorrente de um estimulo que normalmente nao provoca dor), e hiperalgesia (uma
resposta exacerbada a um estimulo doloroso). No entanto, alodinia e hiperalgesia
sdo termos utilizados para caracterizar a sensibilizagdo no homem (FLOREZ, 1993;
RANGE et al., 1996; LOESER e MELZACK, 1999). Considerando que a percepgao
pelos nociceptores de um estimulo nocivo (ou potencialmente nocivo) e a
transmissao dessa informagao ao sistema nervoso central constitui o processo de
nocicepcdo, € proposta, a utilizacdo do termo nocicep¢cdo para animais
experimentais em substituicido ao termo dor, mais indicado para seres humanos,
visto que nesses, ha como discriminar o componente emocional (NOBACK et al.,
1996). Além disso, nosso grupo vem trabalhando com o termo de hipernocicepcéo,
que seria mais adequado para designar a redugdo do limiar de resposta
comportamental nociceptiva do animal, que ocorre em virtude a sensibilizac&o prévia

do tecido.

Atualmente, tem sido proposto que a hipernocicepcdo € resultante da
sensibilizacdo dos neurbnios sensitivos primarios associados a nociceptores
polimodais de alto limiar ou a nociceptores silenciosos. Esta classe de receptores
presentes no tecido articular e em outros tecidos como o tecido visceral apresenta
limiar de ativacdo muito elevado e, portanto, ndo sao ativados por estimulos nocivos
agudos (SCHAIBLE e SCHMIDT, 1988). Entretanto, a sensibilizagdo destes
nociceptores ocorre durante o processo inflamatério, como consequéncia da
liberagdo de substancias algésicas, tais como: prostaglandinas e bradicinina. O
aumento do influxo sensorial resultante da sensibilizagao periférica dos nociceptores
conduz a subsequente sensibilizacdo do componente central, sendo este
responsavel por modificagcdbes na percepcdo da dor em tais circunstancias
(HANESCH et al., 1992; SCHAIBLE et al., 2002).

Hingtgen et al. (1995), demonstraram que a ligagdo da PGE,, dopamina ou
carba prostaciclina (analogo estavel da prostaciclina) a seus receptores especificos

induz aumento da concentragcdo intracelular de adenosina monofosfato ciclico
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(AMPc) e calcio (Ca*?), causando a sensibilizagdo dos nociceptores. Corroborando
estes dados, Ferreira e Nakamura (1979), utilizando o teste de pressao constante na
pata de ratos, observaram hipernocicepcdo mecanica apdés administracao
intraplantar de dibutirii AMPc (analogo do AMPc), de A23187 (iondforo de Ca*? ) ou
de cloreto de bario (BaCly), os quais levam ao aumento da concentragéo
citoplasmatica de Ca*. Estes resultados concordam com a observagdo de que
receptores adrenérgicos e prostanoides estdo acoplados a enzima adenilato ciclase,
responsavel pela sintese de AMPc (NAMBAL et al., 1994; HINGTGEN et al., 1995;
SMITH et al., 1998).

Em vista desses resultados, o aumento de AMPc foi relacionado com a
hipernocicepgao inflamatéria periférica (FERREIRA et al., 1990). Em contribuigdo a
estes dados, Cunha et al. (1999b), utilizando o teste de presséo crescente na pata
de ratos, observaram que niveis elevados de AMPc estdo relacionados a
hipernocicepg¢ao. Por outro lado, altos niveis de guanosina monofosfato ciclico
(GMPc) demonstram atividade antinociceptiva. Portanto, na hiperalgesia mecanica
parece ocorrer um balango entre os niveis de AMPc e GMPc, sendo que altos niveis

de AMPc causam hipernocicepg¢ao, enquanto de GMPc antinocicepgao.

Dos mediadores liberados durante o processo inflamatorio responsaveis pela
sensibilizagdo dos nociceptores, talvez, os que tenham sido mais intensamente
estudados na nocicepgao inflamatéria sdo as prostaglandina (PGE;), prostaciclinas
(PGly;) e as aminas simpaticas (FERREIRA et al., 1978; LEVINE et al., 1986;
NAKAMURA e FERREIRA, 1987).

As prostaglandinas sdo metabdlitos resultantes da acdo da enzima
cicloxigenase (COX) sobre o &acido araquidénico, o qual é produto da
biotransformacao dos fosfolipideos da membrana celular. Atualmente, sabe-se da
existéncia de pelo menos duas isoformas da enzima COX. Sendo a COX-1
considerada constitutiva e a COX-2, a qual é induzida em tecidos periféricos por
citocinas, fatores de crescimento ou por outros mediadores inflamatoérios. No
entanto, existem demonstragcdes de que em alguns tecidos como nos rins, o cérebro,
os ovarios e o utero, a COX-2 parece ser constitutiva (DINCHUK et al., 1995;
MORHAM et al., 1995).

Ferreira (1972) foi o primeiro a demonstrar em humanos que as

prostaglandinas, principalmente do tipo E, (PGE2) causam hiperalgesia inflamatdria.
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A PGE; interage com seus receptores do tipo, EP4, EP2, EP3 € EP4 , 0s quais sao
acoplados a proteina G (NARUMIYA et al., 1999).

Foi demonstrado que os subtipos EP{, EP; e EP4 sdo expressos
predominantemente em neurdnios aferentes nociceptivos primarios (OIDA et al.,
1995), enquanto, que os EP, apresentam maior demonstracéo de sua expressao em
neurénios da medula espinal (KAWAMURA et al.,, 1997). Barnes et al., (1998),
relacionaram os receptores EP1 a resposta nociceptiva. Recente estudo demonstrou
a expressao de RNAm para os receptores EP, e EP4 no tecido sinovial inflamado de
ratos (KURIHARA et al., 2001). Omote et al., (2002), utilizando-se de um modelo de
monoartrite em ratos desencadeada por adjuvante completo de Freund’'s (CFA),
observaram inibicdo da hiperalgesia mecanica e térmica apds administracéo
intracapsular de agonista do receptor EP4 (ONO-AEI-329), sugerindo que este
subtipo de receptor pode estar relacionado a agao inibitéria da hipernocicepcao, ao
contrario dos outros subtipos. Apos a ligacdo da prostaglandina com seus
receptores, ocorre liberagdo de inositol trifosfato, diacilglicerol, ion calcio, os quais
ativam proteina quinase dependente da fosfolipase C (PKC). Outro segundo
mensageiro € a adenina monofosfato ciclico (AMPc), a qual ira ativar a proteina
quinase dependente de AMPc (PKA).

Uma vez confirmada a capacidade das prostaglandinas de causar
hipernocicepg¢do, Nakamura e Ferreira (1987) demonstraram que outros mediadores
como noradrenalina, adrenalina, isoprenalina, dopamina e tiramina, sao capazes de
induzir hipernocicepgcao de intensidade semelhante as prostaglandinas, através da
ativagao de receptores dopaminérgicos do tipo DA-1 e receptores beta-adrenérgicos,
demonstrando assim a participagdo simpatica na génese da hipernocicepgéo

inflamatoria.

A capacidade das prostaglandinas e das aminas simpaticas (noradrenalina e
dopamina) de sensibilizar os nociceptores tem sido demonstrada em humanos e
animais usando tanto técnicas eletrofisiolégicas quanto comportamentais
(HANNINGTON-KIFF, 1974; LOL e NATHAN, 1978; LOL et al., 1980; FERREIRA,
1983; NAKAMURA e FERREIRA, 1987; DUARTE et al., 1988). Sendo que, a
participacdo destes mediadores na nocicepgdo inflamatéria foi demonstrada
utilizando-se trés métodos nociceptivos: o teste de pressdo constante na pata de
ratos (NAKAMURA e FERREIRA, 1987); o teste de contorcbes abdominais em
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camundongos (DUARTE et al., 1988); e o teste de estimulagao elétrica em cobaias
(NAKAMURA e LICO, 1985).

Dentre os mediadores lipidicos derivados do acido araquidénico (como as
prostaglandinas), também se destacam os leucotrienos (LTs) e o fator ativador
plaquetario (PAF) que sao também mediadores nociceptivos derivados do
metabolismo do acido araquiddnico pela 5-lipooxigenase. Um dos leucotrienos mais
estudados em modelos inflamatorios € o leucotrieno B4 (LTB4). Sabe-se que o LTB4
induz o acumulo de neutréfilos devido a sua propriedade quimioatraente para
polimorfonucleares (IWAMOTO et al., 1993; PETTIPHER et al., 1993), e produz
hiperalgesia em humanos (BISGAARD e KRISTENSEN, 1985) e animais (LEVINE et
al., 1984) sendo que a hiperalgesia induzida por LTB4 parece ser dependente de
leucécitos (LEVINE et al., 1984). Também foi demonstrado que a administragéo sub-
plantar de PAF em ratos, apresentou uma reducdo do limiar nociceptivo
(VARGAFTIG e FERREIRA, 1981; DALLOB et al., 1987), sugerindo a participagao
do PAF em processos hipernociceptivos.

Ainda em relagdo a hipernocicepcao inflamatéria, Ferreira (1989) foi o
primeiro a demonstrar a participacdo das endotelinas (ETs) neste fenbmeno. Para tal
utilizou o modelo de pressao constante na pata de ratos, na qual a administracédo de
endotelina-1 (ET-1) causou hipernocicepc¢do, que n&o foi alterada pelo tratamento
com indometacina (inibidor da COX) ou guanetidina, sugerindo um efeito
independente das vias prostaglandinica e simpaticas nesse modelo. A administragao
intra-articular de ET-1 em cé&es causou incapacitagcao transitéria, porém apos
administracdo de uma dose nao efetiva de PGE;, apresentou incapacitagao intensa,

sugerindo a possivel participagado de ET-1 em patologias inflamatorias.

Em modelos animais a administracdo de ET-1 produz hipernocicepcao,
ademais a ET-1 enddgena € responsavel por mediar a hipernocicepgao observada
em modelos de artrite (DE-MELO et al., 1998). Em concordéncia com estes achados
Verri Jr et al., (2004) demonstraram a atividade hipernociceptiva da interleucina-18
(IL-18), nos modelos de pressao constante e crescente na pata de ratos e esta
atividade n&o apresenta participagdo significativa de prostaglandinas, aminas
simpatomiméticas ou leucotrienos, mas a participacdo de endotelinas via receptores
do subtipo ETg. Neste contexto, tem sido demonstrada a participacdo fundamental

da ET-1 na ativagdo dos nociceptores em patologias inflamatérias, através da
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ativacao de receptores ETa e/ou ETg (FERREIRA et al., 1989; RAFFA et al., 1996;
PIOVEZAN et al., 1997; WILSON et al., 2001; VERRI JR et al., 2004).

Em relacdo a bradicinina (BK), uma cinina de origem plasmatica, ha
evidéncias claras da sua atividade hiperalgésica em varios modelos de hiperalgesia
inflamatdria. Embora tenha sido demonstrado que a BK pode ativar diretamente os
nociceptores, causando dor manifesta (ARMSTRONG et al., 1957; SICUTERI et al.,
1965; FERREIRA et al., 1972; WHALLEY et al., 1987) foi verificado que podem
também desenvolver hiperalgesia inflamatéria através da sensibilizagdo dos
nociceptores (FERREIRA et al., 1972; FERREIRA et al., 1978a, 1978b). A BK pode
sensibilizar as fibras através de sinergismo com outros mediadores inflamatdrios,
como as prostaglandinas, serotonina, citocinas ou pela liberagdo de histamina a
partir de mastocitos (NICOL e CUI, 1994).

Estudos descreveram que estimulos lesivos provocam respostas precoces
consideradas reacbes de alarme nas quais células residentes, como macréfagos e
mastocitos, desempenham papel crucial. Essas células sinalizam para outras células
a existéncia de lesao tissular, via liberagcdo de citocinas, como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (IL)s. Neste contexto, as citocinas parecem
constituir uma ligagdo entre lesdo celular ou o reconhecimento dos agentes
estranhos e a liberagdo de mediadores inflamatorios responsaveis pelo

desenvolvimento de sinais e sintomas locais ou sistémicos (FERREIRA, 1980).

Neste sentido, Ferreira e colaboradores (1988) demonstraram que a IL-13 é
capaz de induzir hiperncociep¢gdo mecanica plantar em ratos quando administrada
intraplantarmente. A resposta hipernociceptiva induzida pela IL-13 foi prevenida pelo
pré-tratamento com indometacina (antiinflamatério ndo esteroidal), sugerindo que a

IL-18 ativa o componente prostaglandinico da hipernocicepgéao inflamataria.

Posteriormente, Cunha e colaboradores (1991) demonstraram que a
quimiocina IL-8 induz resposta hipernociceptiva plantar em ratos. E esta resposta
nao é alterada pelo pré-tratamento com antiinflamatérios ndo esterdidas ou por soro
anti-IL-1. No entanto, a resposta hipernociceptiva induzida pela IL-8 foi inibida pelo
tratamento com guanetidina (depletor de aminas enddgenas), antagonistas beta
adrenérgicos ou antagonistas dopaminérgicos do tipo DA-1. Esses resultados
sugerem que a resposta hipernociceptiva induzida pela IL-8 € dependente da

ativagdo do componente simpatico e independente da liberagao de prostaglandinas.
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Dando continuidade aos estudos, Cunha e colaboradores (1992)
demonstraram que a IL-6 € capaz de induzir resposta hipernociceptiva mecanica
plantar em ratos. Essa resposta hipernociceptiva foi abolida pelo pré-tratamento com
soro anti-IL-1 ou indometacina, sugerindo a participagdo da IL-1 e ativacdo da
sintese de prostaglandinas na resposta hipernociceptiva induzida pela IL-6. De
maneira complementar, Cunha e colaboradores (1992) demonstraram que a citocina
TNF-a é capaz de induzir hipernocicepcdo mecanica e térmica. A liberagcao de TNF-
a antecede a liberacdo de IL-1, IL-6 e IL-8. Além disso, foi demonstrado que IL-1B3 e
IL-6 ativam o componente de sintese de prostaglandinas. Enquanto, IL-8, GROaq,
RANTES (“regulated on activation, normal T expressed and secreted’) e CINC-1

ativam o componente simpatico.

Ainda em relagdo a génese da hipernocicepcdo inflamatoria, foi
demonstrado que a administracdo de CINC-1 na superficie plantar de ratos foi capaz
de induzir hipernocicepgdao mecanica plantar que foi inibida pelo pré-tratamento com
atenolol ou com guanetidina. Esses resultados sugerem que a CINC-1 induz
hipernocicepgao por ativar o componente simpatico (LORENZETTI et al., 2002).

Em modelos animais, de hiperalgesia mecénica, as respostas a carragenina
(Cg) e ao lipopolissacarideo (LPS), foram desencadeadas pela ligagdo da BK em
receptores do tipo B1 e B2 de bradicinina, os quais estimulam a liberagao de fator de
necrose tumoral-alfa (TNFa). Por sua vez, o TNFa induz a produgao de IL-1B e IL-6,
0s quais estimulam a producdo de produtos da COX, e IL-8, a qual estimula a
producdo de aminas simpaticas (CUNHA et al., 1992; FERREIRA et al., 1993,
POOLE et al., 1999). Este fato demonstra um papel complexo da BK na hiperalgesia

mecanica.

Portanto, nos ultimos 15 anos, nosso grupo tem trabalhado com o conceito
de que a liberagcdo dos mediadores finais da hipernocicepcao cutanea é precedida
pela liberagao de citocinas por células residentes ou migratérias. Utilizando modelos
de hiperalgesia cutdnea mecanica em ratos, foi demonstrado que a administracao de
Cg ou LPS induz a produgédo de bradicinina, que estimula a liberagcdo do TNF-c.
Este ultimo induz a produgao de IL-6 e IL-1B3, que estimulam a formagao de produtos
da COX, principalmente a producdo de PGE,. O préprio TNF-o também é capaz de
induzir a liberacdo de quimiocinas (IL-8 — humanos, CINC-1 — ratos e KC -

camundongos) que estimulam a liberagdo/producao de aminas simpaticas (CUNHA
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et al., 1992, FERREIRA et al., 1988; FERREIRA et al., 1993; LORENZETTI et al.,
2002).

Baseando-se nos resultados obtidos em ratos, Cunha et al., (2005),
demonstraram também a existéncia de liberacdo sequencial de TNF-a, IL-13 e
quimiocina derivada de queratindcitos (KC) em modelo de hipernocicepgéo
mecanica induzida por Cg em camundongos. Foi observado que o efeito
hipernociceptivo da Cg estava parcialmente inibido nos animais geneticamente
modificados para o receptor p55 (TNFR1-/-). Adicionalmente, este efeito
hipernociceptivo foi reduzido parcialmente pelo pré-tratamento com anticorpo anti-
KC (AbKC) ou IL-1ra. Estes resultados sugerem que a injegao intra-plantar de Cg
induz a liberagdo de TNF-ca, o qual age em receptores TNF-R1-/-, KC e IL-1B3. Dando
continuidade ao estudo, os resultados demonstraram que a resposta
hipernociceptiva induzida pelo TNF-o estava ausente nos animais TNFR1-/- e nos
animais selvagens foi parcialmente inibida pelo pré-tratamento com IL-1ra, mas nao
pelo pré-tratamento com AbKC. Além disso, a hipernocicepgao induzida pelo TNF-o
foi parcialmente inibida pelo pré-tratamento com indometacina, mas nao pelo pré-
tratamento com guanetidina. Os autores também demonstraram que o KC induziu
resposta hipernociceptiva que ndo foi alterada nos animais TNFR1-/- , mas foi
parcialmente inibida pelo pré-tratamento com IL-1ra. O efeito hipernociceptivo
induzido pela quimiocina KC foi parcialmente inibido pelo pré-tratamento com
indometacina ou guanetidina, e foi mais efetivo com a co-administragdo de

indometacina e guanetidina.

Os resultados sugerem que a quimiocina KC induz uma resposta
hipernociceptiva que é dependente de prostaglandinas, aminas simpaticas e IL-1j,
mas nao TNF-o. Prosseguindo o estudo, os autores também demonstraram que a
hipernocicepgao induzida pela IL-1B foi inibida pelo pré-tratamento com IL-1ra e
indometacina. Sendo que esta resposta hipernociceptiva nao foi alterada pelo pré-
tratamento com AbKC, guanetidina ou nos animais TNFR1-/-. Os resultados
sugerem que em camundongos a IL-1 causa hipernocicepgao via produgdo de
prostaglandinas. Estes resultados confirmaram que, em camundongos, a liberagao
de mediadores primarios responsaveis pela hipernocicepcao cutinea € precedida

pela cascata de citocinas. Estas citocinas atuam em sequéncia distinta, porém o
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efeito final é indireto e mediado pela liberagao de prostandides e aminas simpaticas
(CUNHA et al., 2005).

1.2 Recrutamento Leucocitario

A partir da década de 80, estudos conduziram a observagdes que sugeriram
a existéncia de relativa dependéncia entre os fendbmenos, observados na
inflamacéo, edema, dor inflamatéria e migracao leucocitaria. Dados da literatura
demonstraram que os leucocitos tém participacdo central no aumento de
permeabilidade e formacdo de exsudato (WEDMORE e WILLIAMS, 1981,
ISSEKUTS, 1984; ISSEKUTS e MOVAT, 1982), bem como no desencadeamento da
hiperalgesia inflamatoéria induzida por mediadores inflamatérios como o LTB4
(LEVINE et al., 1984; BISGAARD e KRISTENSEN, 1985).

A migracao leucocitaria para o local da lesdo celular € uma das etapas
essenciais da defesa do organismo contra um agente agressor. Nos estagios iniciais
da maioria dos processos inflamatoérios, o leucécito predominante é o neutrdfilo,
permanecendo em geral 12-24 horas no local da lesdo. Apds esse periodo, 0
neutrdéfilo inicia um processo de morte programada (apoptose), sendo em seguida
fagocitado por macrofagos. A partir da décima hora surgem progressivamente os
eosindfilos, macréfagos e linfocitos, que permanecem por cerca de uma semana no
local, se o agente agressor for removido. Caso contrario ocorre a cronificacdo do
processo (SAVILL et al., 1989; HASLETT et al., 1994; SAVIL, 1997).

O processo de migragcao leucocitaria tem inicio com a liberacdao de
mediadores quimiotaticos, que formam um gradiente entre o sitio inflamatoério e os
vasos sanguineos. Apos a liberacdo destes mediadores e através de uma sequéncia
de etapas como rolamento, adesdo, transmigracdo e locomogao, os neutrofilos
direcionados pelos mediadores quimiotaticos atingem o local da inflamacéao. Entre as
moléculas envolvidas no ‘rolamento’ do neutrofilo sobre as células endoteliais,
podemos destacar as selectinas (E-, P-selectina) nas células endoteliais e a L-
selectina nos neutrofilos. As Bo-integrinas se ligam as moléculas da superfamilia das
imunoglobulinas, como o VCAM-1, PECAM-1 E ICAM-1, e medeiam a adeséo firme
e a transmigracao dos neutrofilos (ZIMMERMAN et al., 1992).
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Uma vez aderidos, os neutréfilos ultrapassam a barreira endotelial, por
aberturas entre as células endoteliais ou através destas (diapedese e migracao
transendotelial, respectivamente), e se dirigem ao foco da lesdo. A liberagdo de
mediadores quimiotaticos forma um gradiente entre o sitio inflamatério e os vasos
sanguineos fundamental para o correto direcionamento dos leucdcitos para o foco
inflamatoério (HARKNESS, 1981).

As citocinas classicas, como a IL-1B e TNF-a e varios mediadores
inflamatdrios, como LTB4, PAF, histamina, C5a, e varias quimiocinas, como IL-8 e
gene relacionado a oncogene (GRO)-a, induzem a migragdo de neutrofilos por
aumentar a expressao de moléculas de adesdo nos neutréfilos e nas células
endoteliais, assim como induzir a liberacdo de outros fatores quimioatraentes
(BURKE-GAFFNEY e HELLEWELL, 1996; KOMATSU et al., 1997; FRICKE et al.,
1985; MANTOVANI, e DEJANA, 1998; MACMILLAN e FOSTER, 1988; BRINDER et
al., 1999; SZEKANECZ et al., 2003).

O neutrdéfilo presente no foco infeccioso € capaz de fagocitar e digerir os
microorganismos. Estas células possuem em seus granulos citoplasmaticos um
conjunto de substancias com atividade enzimatica, que participam da digestdo dos
agentes injuriantes. Entre essas substancias encontramos, principalmente,
lisozimas, mieloperoxidases, elastases, catepsinas e hidrolases acidas (nos granulos
azurdfilos) e lisozimas, colagenases e lactoferrina (nos granulos especificos)
(LEHRER, 1988).

Além dos granulos, os neutréfilos também possuem um sistema enzimatico
oxidativo, acoplado a membrana plasmatica, conhecido como NADPH oxidase, que
€ responsavel pelo aumento do metabolismo oxidativo. Este € um sistema
transportador de elétrons que transfere elétrons do NADPH intracelular para o
oxigénio, reduzindo-o a anion superoxido (O»-), o qual pode ser rapidamente
convertido a peroxido de hidrogénio e, estes, a radicais hidroxilas, denominadas
genericamente de intermediarios reativos do oxigénio (BELLAVITE, 1988; MALECH
e GALLIN, 1987; RUBANYI, 1988; SLATER,1984).

A artrite reumatoide € uma doenca inflamatéria crbnica que apresenta
manifestagdes locais e sistémicas, caracterizada por infiltrado inflamatoério crénico na

membrana sinovial, sendo este considerado o principal responsavel pelas lesdes
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articulares que ocorrem nos quadros agudos da doenca (KITSIS e WEISSMANN,
1991). De acordo com Hollingsworth et al., (1967), os neutréfilos constituem cerca de
90% das células encontradas no fluido sinovial de pacientes com artrite reumatoide.
Nesta patologia além da migracéo celular, ocorre intensa dor articular e até mesmo
remodelagem tecidual, associada a destruicdo da cartilagem. Portanto, tais
evidéncias corroboram com a hipotese da existéncia de relagdo entre nocicepgao

articular e migragao leucocitaria articular.

1.3  Artrite e 0o modelo de inflamacgao articular tibio-tarsal

A artrite € uma doencga inflamatdria crénica que apresenta manifestacées
locais e sistémicas e abrange cerca de 1% da populagdo ocidental (MEINECKE et
al., 2005). Caracteriza-se pela proliferagéo persistente de células sinoviais e intensa
resposta inflamatéria nas articulagdes, com destruicao da cartilagem e osso, edema,

dor e impossibilidade ou dificuldade de executar atividades habituais.

Estudos tém demonstrado que a destruigdo progressiva das articulagdes
afetadas é caracteristica importante nesta patologia (MEINECKE et al., 2005). Além
disso, o infiltrado celular tem sido associado aos principais danos teciduais
observados durante a artrite reumatoide. Analises morfolégicas tém revelado que
PMNs do fluido sinovial exibem evidéncias de ativagdo e degranulagao,
provavelmente como resultado da associagdo com imuno-complexos, fragmentos de
cartilagem, citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-18, TNF-a) e quimiocinas (IL-8, IP-
10). O acumulo de produtos potencialmente lesivos no fluido sinovial ocorre devido
aos processos de ativagao, fagocitose e morte celular de neutréfilos in situ (MITANI
et al., 2001).

Entretanto, entre os sintomas desta patologia, a dor apresenta-se como o
mais intenso e socialmente debilitante. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), a dor articular é considerada como o terceiro tipo de dor que mais
frequentemente é responsavel pela procura do paciente ao médico (GUREGE et al.,
1998). Deste modo, a dor nesta patologia € o sintoma mais preocupante, pois este
reduz muito a qualidade de vida do paciente. Portanto, torna-se de extrema

importancia o estudo dos mecanismos responsaveis pela geragao deste sintoma.
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A dor artritica esta associada ao processo de inflamagcdo da membrana
sinovial (sinovite), desencadeado pela infiltracdo de leucdcitos na sindvia, uma vez
que foi demonstrada que as células migratorias sao responsaveis pela produgéo de
mediadores pro-nociceptivos, como eicosandides, cininas, taquicininas, citocinas,
quimiocinas e proteases o0s quais, em associagao, produzem lesao tecidual e agem
nas fibras nociceptivas primarias causando hiperalgesia (em humanos) e
hipernocicep¢do (em animais) (para revisdo ver FIRESTEIN, 2003; GARNERO,
DELMAS, 2003).

A dor articular pode ocorrer enquanto a articulagdo € mantida imoével, mas,
caracteristicamente, € induzida ou agravada durante movimentos ou com a
estimulagdo mecénica da articulagao afetada, como quando recebe uma sobrecarga
de peso (KELLGREN, 1939; MC EWEN, 1943; D' CRUZ e HUGHES, 1993). No caso
da artrite, a hiperalgesia ocorre mesmo quando a articulagdo € submetida a esforgo
normal ou a suave pressao (SCHAIBLE e GRUBB, 1993).

Durante a inflamagao articular, numerosos neurdnios aferentes primarios
presentes na articulacdo sao sensibilizados. Além disso, a inflamagao articular causa
sensibilizagcado periférica e central (SCHAIBLE et al.,, 2002). Corroborando estas
observacdes Rocha et al., (1999), demonstraram que a artrite induzida por zimosan
desenvolve disturbios no movimento, que s&o independentes do aumento da
permeabilidade vascular e do influxo de células, mas sao devidos a sensibilizagao de

nociceptores peri-articulares.

Varias hipoteses acerca da origem e modulagdo da dor articular tém sido
propostas. Especial atencdo vem sendo despendida em achados sobre uma classe
de receptores presentes no tecido articular e também no visceral. Estes receptores
sao chamados de nociceptores silenciosos, pois como apresentam limiar muito
elevado, ndo sao excitados por estimulos nocivos agudos (MCMAHON &
KOLTZEMBERG, 1990). Entretanto, durante o processo inflamatorio ocorre
liberacdo de mediadores inflamatorios, os quais sao responsaveis pela
sensibilizagdo destes nociceptores. Trang e colaboradores (1977) e Brodie e
colaboradores (1980) demonstraram que no fluido sinovial de pacientes com artrite
reumatdide contém quantidades elevadas de PGE,, assim como outros produtos

relacionados com atividade da COX, PGl, e tromboxano A; (TxA;). Desta forma, a
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liberacdo destes mediadores poderiam estar relacionada com a sensibilizagao

destes nociceptores articulares.

Além disso, Tonussi e Ferreira (1999), utilizando o teste de incapacitagdo em
ratos, demonstraram que o TNF-o € também um importante mediador nociceptivo na
inflamacé&o articular induzida por Cg. Evidéncias indicam a participagédo crucial de
citocinas pro-inflamatérias como TNF-oo e IL-1B na patogénese da artrite.
Corroborando com estas evidéncias, TNF-o. e IL-1f induzem a migragdo de
neutrofilos por aumentar a expressdo de proteina de adesao nos neutréfilos e nas
células endoteliais, assim como induzir a liberagao de outros fatores quimiotaticos
(BURKE-GAFFNEY e HELLEWELL, 1996; KOMATSU et al., 1997). Portanto, o TNF-
o apresenta importante papel na artrite, uma vez que as agbes do TNF-o s&o
associadas com migracdo leucocitaria, ativagado, destruicdo articular e também
nocicepgao (WILLIAMS et al., 1992; MAINI et al., 1993; IDOGAWA et al., 1997;
PODOLIN et al., 2002).

Outra citocina de grande importancia na patofisiologia da AR €& IL-1,
apresentando duas formas de agonistas, que sdo a IL-1a e IL-1B e um terceiro
membro desta familia que é o antagonista do receptor da IL-1 (IL-1Ra). Henderson e
cols (1991) demonstraram que a administragc&o intravenosa de IL-1Ra (antagonista
do receptor da IL-1) em coelhos inibe a migragdo leucocitaria para a membrana
sinovial e cavidade articular, além de bloquear a perda de proteoglicanos da
cartilagem articular causada pela IL-1. Com o intuito de demonstrar o papel
regulatorio da IL-1Ra na artrite, Horai e cols (2000), utilizando camundongos
geneticamente modificados para IL-1Ra, demonstraram que estes desenvolveram
espontaneamente artropatia inflamatdria crénica. Resultados posteriores mostraram
que IL-1 induz TNF-a,, o qual é importante para o desenvolvimento de artrite nestes
animais (HORAI et al., 2004).

Outra citocina que tem sido demonstrado ter um papel relevante na
inflamacéo articular é a IL-18. Neste sentido Gracie e cols (1999) demonstraram que
a IL-18 induz a produgédo de TNF-a, NO e interferon-y em células sinoviais isoladas
de pacientes com artrite reumatodide. Corroborando com esses dados, um recente
estudo utilizando modelo de artrite induzida por colageno, evidenciou que a IL-18

ativa a producédo de TNF-a, o qual induz a sintese de LTB4, que por sua vez atrai
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neutréfilos para o sitio inflamatério, onde estes podem contribuir para a resposta
inflamatoria aguda e cronica (CANETTI et al.,, 2003). Ademais, a IL-18 induz a
expressdo de quimiocinas CXC em fibroblastos sinoviais, estimula angiogénese e
também esta relacionada com o recrutamento de leucocitos devido ao aumento da
expressao de moléculas de adesao, através de mecanismos dependentes do fator
nuclear kB (JOOSTEN et al., 2003; LEUNG et al., 2001; PARK et al., 2001; KOMAI-
KOMA et al., 2003)

As quimiocinas também apresentam um papel importante na inflamacao
articular, ndo apenas por sua atividade quimiotatica para leucocitos, mas também
por ativar linfécitos e estimular angiogénese (SILVESTRI et al, 2003; WANG et al.,
2003). O fluido e tecido sinoviais de pacientes com artrite reumatdide apresentam
quimiocinas da familia CC, incluindo proteina inflamatoria de macrofagos (MIP-1a)
(WANG et al., 2003). A regulacdo da expressao de receptores para quimiocinas é
importante no controle da sinovite reumatdide, uma vez que a migragdo dos
leucocitos esta diretamente relacionada com a interagdo das quimiocinas com seus
receptores. Ainda, estudos tém demonstrado o aumento da expressao de receptores
para quimiocinas nas articulagbes reumatoides (RUTH et al., 2001; NANKI et al.,
2000). Podolin e cols (2002) utilizando antagonista seletivo dos receptores CXCR2
em dois modelos experimentais de artrite, um induzido por administracao de IL-8 ou
LPS no joelho de coelhos e outro com administragdo de ovalbumina (OVA),
observou reducio tanto na quantidade de neutréfilos, mondcitos e linfécitos, quanto
nos niveis de TNF-a, IL-8, PGE, LTB4 e LTC4 no fluido sinovial. Além disso, foi
demonstrado inibigdo da quimiotaxia neutrofilica da IL-8, uma vez que observou-se
reducdo da migragao leucocitaria para a articulagdo do joelho. Portanto, pode-se
sugerir que a migragao leucocitaria induzida pela IL-8 parece ser dependente de
receptores CXCR2.

Diante do exposto acima, torna-se evidente que estas citocinas e
quimiocinas apresentam importancia no estabelecimento e desenvolvimento da
artrite reumatoide, sendo desta maneira fundamental a investigacdo do papel destas
na nocicepgao articular. Assim sera possivel a compreensdo dos mecanismos
envolvidos neste sintoma da artrite e assim possibilitar a utilizacdo de farmacos
analgésicos que possam contribuir para a melhor qualidade de vida destes

pacientes.
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Nos ultimos anos varios estudos objetivaram o desenvolvimento de modelos
experimentais que pudessem ser aplicados no estudo da génese da dor articular,
bem como na investigagdo de drogas analgésicas e que poderdo ser empregadas

no tratamento da dor articular.

Neste sentido, Keystone et al., (1977), demonstraram pela primeira vez que
a injecao intra-articular de zimosan, o qual € um glicano derivado da parede celular
de Saccharomyces cerevisiae, em joelhos de camundongos, é capaz de induzir
artrite inflamatadria crénica, com infiltrado celular de mononuclear, hipertrofia sinovial

e formacgéao de pannus.

Assim, a artrite induzida por zimosan, caracteriza-se por rapida indugao do
processo inflamatério e por achados histolégicos semelhantes aqueles observados
nesta patologia. Dados da literatura demonstram que, quando injetado na articulagao
de ratos, camundongos e coelhos, induz inflamagao caracterizada por infiltrado de
mononucleares em resposta a degranulagdo de mastocitos, e produgdo de
eicosanoides por PMNs e macrofagos (GEGOUT, et al., 1994). Por varias décadas o
zimosan vem sendo utilizado para o estudo dos componentes da resposta imune
inata, incluindo a ativacdo da via alternativa do complemento, estimulacdo de
citocinas inflamatérias, producdo de quimiocinas e mecanismos de fagocitose
(ADEREM e UNDERHILL, 1999; PILLEMER et al., 1941; DI CARLO et al., 1958).

O uso de zimosan in vitro causa ativagao da via alternativa do complemento
(DOHERTY, et al.,, 1985), levando a formacdo de fatores quimiotaticos e
anafilatoxinas C3a e Cb5a, capazes de induzir a liberagdo de histamina a partir de
mastocitos e basdfilos (MOTA, 1959; NICLOLSON, et al., 1978); sintese de
derivados do AA (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) durante a fagocitose
das particulas de zimosan por neutréfilos (CLAESSON, et al., 1981) ou por
macrofagos (BONNEY, et al., 1978; HUMES, et al., 1982), e, por ultimo, a formagao
e liberagdo de PAF (ROUBIN, et al., 1982).

Colaborando a estes dados, recentemente, nos demonstramos que o
zimosan injetado na articulagao tibio-tarsal de camundongos induz um processo
inflamatorio caracterizado por infiltrado de neutréfilos, com participacdao de
prostanoides, LTBs e PAF (GUERRERO et al., 2008 e dados nao publicados). Neste
modelo, a resposta articular hipernociceptiva ¢é dose-tempo-dependente,

apresentando pico hipernociceptivo na 72 hora que se mantém até a 242 horas. O
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pico hipernociceptivo coincide com o pico de migragao leucocitaria articular, ou seja,
ambos ocorrem na 72 hora pos injecao intra-articular de zimosan (GUERRERO et al.,
20006).

1.4 Receptores Toll-like

Os Padrées Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs) como por
exemplo lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram-negativas, sao potentes
ativadores da resposta imune inata, pois ativam uma variedade de tipos celulares
como os monocitos e macrofagos de mamiferos levando a produgao de citocinas
pro-inflamatérias, como TNF-o, IL-1, IL-6 e IL-12, e também induzem a sintese de
substancias inflamatérias como NO e eicosandides. Essas moléculas efetoras
medeiam a resposta inflamatéria e o desenvolvimento de células T auxiliares, as

quais levam a ativagdo da imunidade adaptativa (TAKEUCHI et al., 2001).

Os receptores Toll-like (TLRs) permitem que as células do sistema imune
respondam a uma variedade de microorganismos. Os TLRs foram primeiramente
identificados em Drosophila (HASHIMOTO et al., 1988) e atualmente, sao
conhecidos 10 membros da sua familia em humanos e 12 em roedores (TAKEDA et
al., 2003). A estimulacdo dos receptores Toll-like ativa vias de sinalizagdo que
culmina com a ativagao de fatores de transcricao NF-kB, proteina quinase p38 e JNK
(DUNNE & O’NEILL, 2003). Enquanto TLR-3 e TRL-4 apresentam demonstracdes
de ativagcdo de outras vias de sinalizacdo que resulta na ativacdo do fator de
transcrigcdo IRF-3, o qual regula a expresséo de interferon-g (DOYLE et al., 2002).
Estas vias de sinalizagao envolvem o recrutamento de proteinas adaptadoras. Até o
momento foram descritas cinco tipos de proteinas adaptadoras MyD88, MAL/TIRAP,
TRIF, TRAM e SARM. Mas no presente trabalho foram estudas as moléculas
MyD88, MAL/TIRAP e TRIF.

A primeira molécula adaptora descoberta foi MyD88. Evidencias sugerem
que todos os tipos de receptores Toll-like, com exececédo do tipo 3, utilizam a
molécula adaptadora MyD88. A ativagdo se iniciaria com a molécula MyD88
interagindo com IRAK-4, via seus respectivos dominios. A IRAK-4 recruta IRAK-1
para o complexo, conduzindo a fosforilacdo e ativagao. IRAK-1 e IRAK-4 dissociam-

se do complexo e interagem com TRAF-6, o qual recruta TAB-1 e TAB-2 para o
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complexo. Isso resulta na fosforilagdo e ativagao da quinase TAK-1 que por sua vez
ativa quinase p38, JNK e quinase inibitoria kKB que culmina com a ativacdo de NF-kB
(NINOMIYA-TSUJI et al., 1999; AKIRA et al., 2001).

Toll-like receptors

MyDSS8

IRAK-4

[RAK-1 [P

TRAF-6 >

TAB-1 TAB-2

v

TAK-I
[KK-1 ‘/ b \

[KK-2 MKK3/6 MEKK?

' Voo

NF-xB p3g JNK

NEMO

Esquema 1 — Representagdao esquematica da ativacao da via de sinalizagao
dos receptores Toll-like dependente da molécula adaptadora MyD88
Adapatado de McGETTRICK & O’NEILL, 2004

A préxima proteina adaptora a ser descrita foi MAL/TIRAP (FITZGERALD et
al., 2001). Acreditou-se inicialmente que esta molécula adaptadora estava emvolvida
com a ativagdo da via de TRL-4 independente de MyD88. Entretanto, estudos
utilizando animais geneticamente modificados para MAL demonstraram que esta

molécula estava participando da via de ativacdo de TRL-2 e TRL-4 dependente de
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MyD88 (OSHIUMI et al., 2003). Atualmente sabe-se que estas duas moléculas
trabalham em conjunto na ativagao dos receptores Toll-like tipo 2 e 4 (YAMAMOTO
et al., 2002).

Outra molécula adaptora descrita foi a molécula TRIF. Com o
desenvolvimento de animais geneticamente modificados para esta molécula foi
possivel demonstrar que a ativacao de IRF-3 e expressao de interferon- em
resposta a ativacdo de TRL-3 e 4 ocorria de maneira independente de MyD88
(YAMAMOTO et al., 2003). Em contraste ativacdo de NF-kB por LPS foi
praticamente normal em animais deficientes para a molécula TRIF. Entretanto, em
animais deficientes para as moléculas MyD88 e TRIF foi completamente abolida.
Demonstrando, portanto, uma relevante participagdo da molécula MyD88 nesta fase
inicial de ativagéo de NF-kB (Mc GETRICCK and O’NEILL, 2004).

TLR2 TLR3 TLR4
MAL MAL TRAM
Trif Btk
MyDES MyD&8 Trif
early
response late
response
[KK complex TBK1 [KK complex TBK1
NF-xB IRF3 NF-kB [RF3
p635
Esquema 2 - Representagdo esquematica das diferentes moléculas

adaptadoras utilizadas pelos receptores Toll-like. Adapatado de McGETTRICK
& O’NEILL, 2004
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E importante salientar que o TLR-2 é requerido para o reconhecimento de
bactérias gram-positivas e fungos, enquanto o TLR-4 esta relacionado com o
reconhecimento de bactérias gram-negativas (UNDERHILL et al., 1999). Para que
ocorra a ativagao do TLR-2 é necessario a heterodimerizagdo da molécula do TLR,
através de TLR-2 e TLR-6. Estudos sugerem que o heterodimero constituido por
TLR-2/TLR-6 medeia a resposta ao zimosan (OZINSKY et al., 2000).

Deste modo, uma variedade de receptores, incluindo os [-glicanos,
reconhecem e fagocitam particulas de zimosan (UNDERHILL, 2002), sendo que
essa acao parece estar associada com uma lectina tipo C chamada de dectina-1, a
qual é expressa em mondcitos, macrofagos e células dendriticas (OZINSKY et al.,
2000; BROWN, 2002). Recentemente, foi demonstrado que ambos TLR2 e TLR6
ativam o fator nuclear (NF)-KB e a producao de citocinas inflamatérias como, o TNF-
o, IL-1B ou IL-12 por particulas de zimosan, (UNDERHILL et al., 1999; OZINSKY et
al., 2000). A atividade pro-nociceptiva dessas citocinas foi demonstrada pelo nosso
laboratério (CUNHA et al.,, 1992; FERREIRA et al., 1991) e outros (SAFIEH-
GARABEDIAN et al., 1995). Além disso, diversos grupos tém demonstrado a
expressao tanto de receptores TLR-2 quanto de TLR-4 no tecido sinovial de
pacientes com artrite reumatoide (JOOSTEN et al.,, 2003; SEIBL et al.,, 2003;
PIERER et al., 2004; KYBURZ et al., 2003). Recentemente, Choe e cols (2003),
demonstraram que os receptores TLR-4 sdo relevantes na patogénese da artrite.
Entretanto, parece que estes apresentam papel importante na manutengao, mas nao

para iniciar os processos inflamatoérios cronicos (LEE et al., 2005).

Tendo em vista que os receptores TLRs s&o potentes ativadores da
resposta imune inata e, portanto desencadeiam a producdo de citocinas pro-
inflamatérias e mediadores inflamatérios que sabidamente participam da
hipernocicepg¢ao e migragéo leucocitaria observadas em modelos cutaneos, torna-se
de grande valia o estudo destes receptores no presente modelo de nocicepgéo

articular.
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2 OBJETIVOS

21 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a hierarquia de liberagdo de TNF-q,
IL-18 e quimiocina KC na génese da resposta hipernociceptiva articular induzida por
zimosan (agonista Toll-like 2) e LPS (agonista Toll-like 4). Objetiva também avaliar a
participacdo dos receptores Toll-like 2 e 4 e diferenciar as vias de sinalizagao
através das moléculas adaptadoras na resposta hipernociceptiva articular e

migracao de neutrofilos na cavidade articular.

2.2 Objetivos especificos

1) avaliar a participagao das citocinas TNF-a, IL-13, quimiocina (KC) e receptores
Toll-like 2 e 4 e molécula MyD88 na hipernocicep¢do articular induzida por

zimosan (agonista Toll-like 2);

2) avaliar se as citocinas TNF-o, IL-1B, quimiocina (KC) causam resposta

hipernociceptiva articular;

3) avaliar o perfil de liberagdo das citocinas TNF-o, IL-1B, quimiocina (KC) no

modelo de hipernocicepgéo articular;

4) avaliar e quantificar a migragéo leucocitaria articular induzida pelas citocinas TNF-

o, IL-1B, quimiocina (KC) administradas intra-articularmente;

5) investigar se a inibigdo da migracao leucocitaria articular induzida pelas citocinas
TNF-o, IL-1B, quimiocina (KC) administradas intra-articularmente, inibe a

hipernocicepcéo articular;

6) avaliar a participagao de receptores Toll-like 2 e 4, molécula MyD88, MAL/TIRAP

e TRIF na hipernocicepgao articular induzida por LPS (agonista Toll-like 4).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos de acordo com a regulamentagao do
comité de ética para a experimentagdo com animais da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (FMRP-USP).

3.1 Animais

Nos experimentos foram utilizados camundongos isogénicos C57BL/6
(selvagens), machos de 20 a 25g, provenientes do biotério central da Universidade
de Sao Paulo (USP), Campus de Ribeirdao Preto. Também foram utilizados
C3/HePaS (selvagem) provenientes do biotério do Departamento de Genética e do

Departamento de Imunologia da USP, Campus de Ribeirdo Preto.

Além destes, foram utilizados camundongos geneticamente modificados de
20 a 25g, para o receptor p55 do TNF-o (KO p55™), MyD88™ (KO MyD88™), TLR-2™"
(KO TRL-2") e deficientes na sinalizacdo via TRL-4, provenientes do biotério do
Departamento de Genética e do Departamento de Imunologia da USP, Campus de
Ribeirdo Preto. Os animais da colénia formadora foram adquiridos do Jackson
Laboratories (Bar Harbor, Maine, U.S.A). Os animais foram mantidos em fluxo
laminar (VECTOR) no biotério do Departamento de Farmacologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP) em caixas de propileno, sob condicdes
controladas de temperatura (23-25° C) e ciclo claro/escuro de 12h, com livre acesso
a ragao e agua, antes de serem submetidos aos ensaios.Também foram utilizados
camundongos geneticamente modificados para a molécula MAL/TIRAP e TRIF que

foram gentilmente cedidos pelo Prof Doutor Ricardo Gazinelli.

3.2 Avaliagao Nociceptiva

A avaliacido da hipernocicep¢do mecanica articular foi realizada pelo método
de flexdo dorsal da articulagdo tibio-tarsal de camundongos descrito primeiramente
por Guerrero e colaboradores, (2006). Este se baseia no método eletrénico de
quantificacdo da intensidade da nocicepgao inflamatéria em camundongo descrito

por Cunha e colaboradores, (2004).



Material e Métodos 49

Os experimentos foram conduzidos com anestesidmetro eletrénico (modelo
1601C, Life Science Instruments California, USA), que capta a pressao através de
um transdutor conectado a um contador digital de forga expresso em gramas (g). A
precisdo do aparelho é de 0.1g. O aparelho é calibrado para registrar uma forga

maxima de 150g, mantendo a precisao de 0.1g até atingir uma forga de 80g.

A captacao da pressao é feita pelo contato do transdutor de pressao a pata,
que é realizado através de uma ponteira descartavel de polipropileno de 4.15mm? de
area conectada ao transdutor (Figura 3). Os camundongos foram mantidos
individualmente em boxes de acrilico, medindo 12x20x17 cm, cujo assoalho é uma
rede de malha de arame ndo maleavel de 1mm de didmetro. Os animais sao
depositados no boxe 15 minutos antes do inicio dos experimentos, para adaptagao
destes ao ambiente. Os espelhos s&o posicionados 25 cm abaixo dos boxes de
experimentacgao, para facilitar a visualizagao da regido plantar das patas dos animais
(Figura 4).

A avaliacdo da nocicepgao articular consiste na aplicagdo, por entre as
malhas da rede, de uma presséao linearmente crescente no centro da planta da pata
do camundongo, até que o animal seja estimulado a realizar flexdo dorsal da
articulagao tibio-tarsal, produzindo uma resposta de retirada da pata (Figura 5), para
tal foi utilizada ponteira com area de 4,15mm? que permite avaliar a hipernocicepgao
articular, pois tal ponteira ndo € per se nociceptiva (GUERRERO et al., 2006). A
sequéncia dos procedimentos experimentais consiste na quantificacdo da
hipernocicep¢gao mecéanica articular a 12, 32 5% e 72 horas apds a aplicagao do
estimulo (Figura 1 e 2). A intensidade de hipernocicep¢gdo mecénica articular foi
quantificada através de valores absolutos de limiar mecénico (em gramas). Cabe
lembrar, que todos os experimentos seguiram as normas e éticas estabelecidas para

a experimentagdao com animais conscientes, recomendadas pela IASP.
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Figura 1 — Representacao esquematica do protocolo experimental de avaliagao
da hipernocicepgao mecanica articular com zimosan
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Figura 2 — Representacao esquematica do protocolo experimental de avaliagao
da hipernocicepcao mecanica articular com citocinas e LPS

Figura 3 — Foto da ponteira utilizada no modelo de nocicepgao articular

A foto apresenta a ponteira utilizada na avaliagao da resposta nociceptiva articular. A
ponteira A (ponteira de area - 4,15mm?).
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Figura 4 — Foto do equipamento utilizado no modelo de nocicepgao articular

A foto apresenta o anestesidmetro eletrénico (Modelo 1601C, Life Science Instruments Califérnia,
EUA), as caixas de acrilico, o assoalho em rede de malhas e o espelho, utilizados no modelo de
nocicepgao articular.

Figura 5 — Foto no momento do teste de nocicep¢ao articular

A foto apresenta a ponteira de maior area (4,15mm2) em contato com a pata do animal. O
experimentador aplica, por entre as malhas da rede, uma pressao linearmente crescente no centro da
planta da pata do camundongo até que o animal produza flexdo dorsal da articulagéo estimulada.
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Figura 6 — Foto da injecao intra-articular de azul de Evans

A foto apresenta o local da injegéo intra-articular na articulagao tibio-tarsal de camundongos.

3.3 Inducao da Inflamagao na Articulagao Tibio-Tarsal

O modelo experimental de inflamagao induzida por zimosan em joelhos de
camundongos foi primeiramente utilizado por Keystone e colaboradores, (1977). No
presente modelo artrite foi induzida através da administragdo de zimosan (Sigma, St
Louis, MO, EUA), citocinas, quimiocinas e LPS. Os animais foram previamente
anestesiados para posterior realizacdo da injecao intra-articular na articulagao direita
tibio-tarsal de camundongos. O volume administrado foi de 5ul através de uma
seringa hipodérmica (29G), inserida dentro da articulacéo tibio-tarsal. Os animais
controle receberam injegdo unica de salina estéril em volume de 5ul (GUERRERO et
al., 2006).
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Figura 7 — Foto da injecao intra-articular

A foto representa o procedimento para a realizagao da injegao i.art.

3.4 Quantificacdo da Migragao de Neutréfilos para o Tecido Articular

A quantificacdo da migracdo de neutréfilos para o tecido articular foi
realizada pelo método da mieloperoxidase, segundo o protocolo descrito por Graff e
colaboradores, (1994), o qual permite inferir indiretamente o numero de leucdcitos
totais por tecido.

As amostras do tecido articular foram coletadas 7h apds o estimulo (para
zimosan) e 5h apds o estimulo (para citocinas, quimiocinas e LPS) em tampéo
fosfato de potassio 50 mM, com HTAB (Hexadecil trimetil-amonio-bromide) 13.72
mM, pH 6.0, na concentragdo de 50 mg de tecido/mLde tampao. As amostras foram
homogeneizadas com auxilio do Polytron® (13000 rpm), seguida de centrifugagao (2
min, 13200rpm) a 10°C. Entdo, foi realizada dosagem por reagdo colorimétrica
cinética, na qual em uma placa de 96 pocos foi adicionada uma aliquota do
sobrenadante da amostra. Posteriormente, adicionou-se 200 uL da solugdo de
reacao contendo 52.64 mM de dihidrocloreto de O-dianisidina, 0.05% de H202 30%,
90 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 6.0 e 10 mL de H20 destilada.
Foram realizadas 3 leituras em intervalos de 30 segundos em 450nm (Aparelho
Spectra MAX 250®, Molecular Devices), determinando-se assim o numero de
neutréfilos utilizando-se curva padrao de neutrdfilos. As figuras 8 e 9 demonstram a

evolugao temporal dos procedimentos deste protocolo experimental.
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Figura 8 - Representagcdo esquematica do protocolo experimental de

quantificagcao da migracgao leucocitaria para o tecido articular com zimosan.
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Figura 9 - Representagdo esquematica do protocolo experimental de

quantificagao da migracao de neutréfilos induzida para o tecido articular por
citocinas, quimiocina e LPS.

3.5 Dosagem de Citocinas Envolvidas na Hipernocicep¢ao Inflamatoéria
Articular

A metodologia para a dosagem de citocinas em articulagbes basea-se em
Safieh-Garabedian e colaboradores, (1995). Resumidamente, amostras de
articulagdes, injetadas com estimulo inflamatério, foram obtidas e homogeneizadas
em solugdo tampao fosfato salina (PBS) contendo: 0.4M de NaCl, 0.05% de Tween
20, 0.5% de albumina bvina sérica (BSA), 0.1mM de fenil- metil- sulfonil fluoride,
0.1mM de benzetbnio cloride, 10mM de EDTA e 0,001% aprotinina. Apds a
homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas (3000RPM/ 10min) e o
sobrenadante foi utilizado para avaliar os niveis de TNF-qa, IL-13 e KC por ELISA

(enzyme-linked immunosobent assay).

Brevemente, placas de 96 pogos foram incubadas por toda a noite a 4° C com
anticorpos contra TNF-c, IL-18 e KC de camundongos (10ug/ml). No dia seguinte, as
placas foram lavadas e incubadas por 2 horas com uma solugdo a 1% de albumina

bovina no intuito de evitar ligagbes inespecificas. Apos esse bloqueio e lavagem das
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placas, as curvas-padrao em varias diluicdes ou as amostras foram adicionadas e
incubadas a 4° C por 24 h. As placas foram lavadas trés vezes com tampao e os
anticorpos policlonais biotinilados contra TNF-q,, IL-18 e KC de camundongos, diluidos
1/ 2.000 foram adicionados (100 ul/pogo). Apds uma incubagdo em temperatura
ambiente por 1 hora, as placas foram lavadas e 50 ul de avidina-HRP diluioda 1:5000
foi adicionada. Em seguida (trinta minutos apés), 50 ul do reagente colorido OPD (sol
0,4 mg OPD - 0,4ul HO2 — 1ml tampé&o) foi adicionado e as placas foram mantidas no
escuro, em temperatura ambiente, por 15-20 min. A reacado enzimatica foi interrompida
com H2S04 (1 M, 50 pl pogo ') e as absorbancias foram determinadas em 490 nm. Os
resultados foram obtidos comparando a densidade o6ptica com as densidades das
curvas padrbes. Além disso, os resultados foram ajustados para 500 ul, volume de
tampao usado para a extragdo da citocina da articulacdo e foram expressos em
picogramas da respectiva citocina por articulagdo. Como controle foram utilizadas os
niveis das citocinas determinadas em camundongos normais (sem tratamento- CL) e

animais tratados com salina.

Estimulo

Amostra
| 1 I | » de tecido = Homogeinizagdo == Centrifugacio
articular

Dosagem

Figura 10 - Representacdao esquematica do protocolo experimental de
dosagem de citocinas no tecido articular.

3.6 Avaliagdao Farmacolégica dos Mediadores Envolvidos nos Efeitos

Nociceptivos e Migracao de Neutréfilos

Com o intuito de se avaliar a participacdo das citocinas e quimiocinas, na
resposta hipernociceptiva e na migracdo de neutréfilos induzidas pelo zimosan,
citocinas (TNF-a, IL-1B), quimiocina KC e pelo LPS foram utilizados os seguintes
tratamentos farmacoldgicos: IL-1ra (antagonista soluvel do receptor de IL-1), DF2162
(antagonista de receptor para quimiocinas CXCR1/2), indometacina (inibidor da

ciclooxigenase), guanetidina (depletor periférico de aminas simpaticas).
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3.7 Protocolos Experimentais

A figura 11, a seguir, descreve esquematicamente o0s protocolos
farmacoldgicos de pré-tratamentos. E, na sequéncia, na tabela 1, sdo descritos os
protocolos dos tratamentos, segundo as drogas, o tempo, a dosagem e a via de

administracao.

Pré-
tratamento Estimulo

.I.
l l 12 h 32h 5°h 7?h

| | | ] | I _ Coleta de tecido
) ) ! ' I 1 > articular para MPO
S~ v
—
Medi¢des

Figura 11 — Representagao esquematica dos protocolos farmacolégicos.

Tabela 1 — Tratamentos: Segundo as drogas, o tempo, a dosagem e a via

DROGAS TEMPO DOSE/VIA
DF2162 60 minutos 15mg/kg/v.o
IL-1ra 15 minutos 30mg/kg/i.v
Indometacina 45 minutos 5mg/kg/i.p.
Guanetidina 30 minutos 30mg/kg/s.c.

3.8 Drogas e Reagentes

Quadro 1 — Drogas e veiculo

DROGAS VEiCULO
DF2162 (Dompe, L’ Aquila, Italia) Carboximetilcelulose 0.05%
IL-1ra recombinante humana (NIBSC, UK) Salina 0.9%
Zimosan (Sigma, St Louis, MO, EUA) Salina 0.9%

IL-18 recombinante murino (National Institute of| Salina 0.9%
Biological Standards and Control, NIBSC, UK)

TNF-a recombinante murino (National Institute of| Salina 0.9%
Biological Standards and Control, NIBSC, UK)

KC recombinante murino (Preprotech, México) Salina 0.9%

LPS Salina 0.9%
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Quadro 2 — Reagentes e veiculo

REAGENTES VEICULO
H,0, 30 % (MERCK, Darmstadt, Alemanha) NaPO, 0.08M
H — TAB (Sigma, St Louis, MO, EUA) H,O milliQ
NaCl (MERCK, Darmstadt, Alemanha) H,O milliQ
NaH,PO, e Na,HPO, (Nuclear, Industria Brasileira) H>O milliQ
Na,EDTA (MERCK, Darmstadt, Alemanha) H,O milliQ
TMB (Sigma, St Louis, MO, EUA) DMSO
Aprotinina (Sigma, St Louis, MO, EUA) H,O milliQ
Benzetdnio chloride (Sigma, St Louis, MO, EUA) H,0 milliQ
BSA (Sigma, St Louis, MO, EUA) H,O milliQ
Fenil-metil-sulfonil fluoride (Sigma, St Louis, MO, | H,O milliQ
EUA)
OPD (Sigma, St Louis, MO, EUA) H,0 milliQ

3.9 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada pelos métodos de variancia
multivariada (MANOVA) e variancia a um critério (ANOVA ONE-WAY) seguido do
teste de comparagdes multiplas de Bonferroni (teste t), de acordo com as variaveis e

grupos comparados. O nivel de significancia foi ajustado em P < 0,05. Os resultados

foram apresentados na forma de graficos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 A resposta hipernociceptiva articular e a migragao leucocitaria articular
induzidas pelo zimosan em camundongos dependem da atuacdao dos

receptores toll-like 2 (TRL-2) e molécula MyD88

Inicialmente é importante salientar que trabalhos realizados anteriormente
por esta autora demonstraram que o zimosan injetado intra-articularmente na
articulagao tibio-tarsal em camundongos induz resposta hipernociceptiva articular
dose tempo dependentes e que o pico hipernociceptivo articular corresponde ao
tempo de 7° hora pés injecao intraarticular de zimosan. Além disso, é relevante o
fato de que o tempo de pico de resposta hipernociceptiva articular coincide com o
tempo de pico da migragao celular articular. Estes dados sugerem uma possivel
relagdo entre a resposta hipernoccieptiva articular e a migragao celular articular
(GUERRERO et al., 2006). Portanto, a concentragdo de zimosan (30ug/5uL)
utiizada nos experimentos seguintes e o tempo de avaliagdo da resposta
hipernociceptiva articular e da migragao celular se basearam nos resultados obtidos

previamente.

Tendo em vista que os receptores TLRs s&o potentes ativadores da
resposta imune e, portanto desencadeiam a producio de citocinas pré-inflamatérias
e mediadores inflamatérios que sabidamente participam da hipernocicepcao e
migragao de neutrdfilos observadas em modelos cutaneos, torna-se de grande valia
o estudo destes receptores e moléculas adaptadoras no presente modelo de

nocicepcao articular.

Além disso, diversos grupos tém demonstrado a expressao tanto de
receptores TLR-2 quanto de TLR-4 no tecido sinovial de pacientes com artrite
reumatéide (JOOSTEN et al., 2003; SEIBL et al., 2003; KYBURZ et al., 2003).
Portanto, no presente estudo foi avaliada a participacdo dos receptores TRL-2, TRL-
4 e molécula MyD88 na resposta hipernociceptiva articular e migracao leucocitaria
articular induzidas pela administragdo i.art. de zimosan agonista Toll-like 2
(30ug/5ulL/articulacao). Para tal, foram utilizados animais deficientes para o receptor
TRL-2 9. A avaliacao da resposta hipernociceptiva articular foi realizada através do
método de flexdao dorsal da articulagao tibio-tarsal de camundongos (GUERRERO et

al., 2006). Observou-se nestes animais apos a injegao intra-articular de zimosan
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reducao da resposta hipernociceptiva articular em todos os tempos analisados (1-
7h). Ao passo que foi evidenciada na 7° h, tempo este que corresponde ao pico
hipernociceptivo articular, reducdo de 67% da resposta hipernociceptiva articular
induzida pela injegao i.art. de zimosan quando comparada aos animais selvagens
(C57/BL6) (Figura 13A).

O préximo passo foi avaliar o perfil de migragao neutrdfilos articular induzida
pela administragdo intra-articular de zimosan nos animais deficientes para o receptor
Toll-like 2. Para avaliar este fenémeno inflamatério foi utilizado o ensaio da atividade
da mieloperoxidase (BRADLEY et al., 1982). Com este método foi possivel observar
no tempo de 7° h pds injecao i. art de zimosan, tempo que corresponde ao pico de
migragédo leucocitaria, reducdo de 87% da migragao leucocitaria articular nos
animais deficientes para o receptor Toll-like 2 quando comparada com os animais

controle (Figura 13B).

Também foi avaliada a participacdo da molécula adaptadora MyD88. Para
tal, utilizamos animais deficientes para MyD88 (MyD88") e evidenciou-se uma
reducao em todos os tempos analisados (1-7h) da resposta hipernociceptiva articular
nos animais deficientes para a molécula MyD88. No tempo de 7 horas apds a
administragao intra-articular de zimosan observou-se uma reducdo de 80% da
resposta hipernociceptiva articular nos animais deficientes para a molécula MyD88

quando comparado com os animais selvagens (C57/BL6) (Figura 14A).

Além disso, foi observada no tempo de 7 horas pds administracao intra-
articular de zimosan inibicéo de 92% da migragao de neutréfilos articular nos animais

(MyD88™) quando comparada aos animais selvagens (Figura 14B).

Como foi dito anteriormente, os receptores Toll-like, bem como suas
moléculas adaptadoras estdo envolvidos na producdo de mediadores inflamatérios.
Portanto, também foi avaliada o nivel das citocinas TNF-a e IL-13 e quimiocina KC
na articulagdo de camundongos deficientes para o receptor Toll-like 2 e para a
molécula MYD88 e foi observada reducdo significativa do nivel destas citocinas e
quimiocinas tanto nos animais deficientes para o receptor Toll-like 2 quanto para a
molécula MyD88 quando comparados com o0s respectivos animais selvagens
(Figura 15 painel A, B e C).
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Para se avaliar a participagao dos receptores Toll-like 4, utilizamos animais
deficientes na via de sinalizacdo para Toll-like 4 (C3/HEJ) e animais controles
(C3/HePaS). E observamos que nao houve diferenga significativa tanto na resposta
hipernociceptiva articular quanto na migragao leucocitaria articular em todos os

tempos analisados (Figura 16, painel A e B).

Os receptores Toll-like sao receptores transmembrana caracterizados pela
presenca extracelular de um residuo rico em leucina e que estdo associados ao
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), como
por exemplo lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram-negativas. Estes receptores
permitem que as células do sistema imune respondam a uma variedade de
microorganismos. Os receptores Toll foram primeiramente identificados em
Drosophila (HASHIMOTO et al., 1988) e atualmente, sdo conhecidos 10 membros da
sua familia em humanos e 12 em roedores (TAKEDA et al., 2003). O receptor toll-
like 2 é requerido para o reconhecimento de bactérias gram-positivas e fungos,
enquanto o receptor Toll-like 4 esta relacionado com o reconhecimento de bactérias
gram-negativas (UNDERHILL et al., 1999). Os receptores Toll-like 2 e 4 s&o
constitutivamente expressos em varias células que constituem o sistema imune,

incluindo macrofagos, neutréfilos e células dendriticas.

Os receptores Toll apresentam homologia com os receptores da IL-1 e IL-
18. Assim, os receptores Toll apresentam um dominio citoplasmatico, receptor
Toll/IL-1 (IL-1R- familia TIR) o qual é necesséario para a ativacdo das vias de
sinalizagdo, que culmina com a ativagao do fator nuclear NF-xB (TAKEDA et al.,
2003) A transdugao do sinal via receptores Toll, assim como IL-1R/IL-18R requer
uma molécula adaptadora, conhecida como fator de diferenciacdo mieldide (MyD88)
(MEDZHITOV et al., 1998; KAWAI et al., 1999). A molécula MyD88 apresenta um
dominio TIR C-terminal que interage com os receptores Toll ou dominios TIR-IL-1 e
um outro residuo N-terminal que se liga a molécula da familia de receptores da
interleucina-1 associada a quinases (IRAK). A molécula de MyD88 interage com os
residuos de serina/treonina do receptor de IL-1 associada a quinase-4 (IRAK-4), uma
vez formado o complexo MyD88-IRAK-4, a molécula de IRAK-4 recruta e fosforila a
molécula de IRAK-1 que se torna ativada. A IRAK-1, se autofosforila e recruta o
receptor do fator de necrose tumoral associado ao fator-6 (TRAF-6). A IRAK-1 e

TRAF-6 se dissociam do complexo e interagem com moléculas adicionais, que
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resulta na ativagao do fator nuclear NF-xB (BURNS et al., 2003; MEDZHITQV, et al.,
1998; MUZIO et al., 1997; SUZUKI et al., 2002; WEST et al., 2006).

A importancia da molécula MyD88 nos efeitos do LPS induzindo sinalizagao
no receptor Toll-like 4 foi demonstrada utilizando-se animais deficientes para MyD88,
pois, foi observado redugédo na produgédo por macrofagos e fibroblastos de citocinas
pré-inflamatérias (ADACHI et al., 1998; KAWAI et al.,, 1999). Ademais, células
deficientes em MyD88 nao respondem a peptideoglicanos, flagelina, CpG DNA ou
ssRNA, indicando que Toll-like 2, Toll-like 5, Toll-like 7, Toll-like 8, Toll-like 9 e Toll-
like 11 apresentam sinalizagdo via MyD88 (BEUTLER, 2004; TAKEDA, 2003;
YAROVINSKY et al., 2005). Portanto, é evidente a importancia da molécula MyD88
na resposta aos receptores toll-like, com excecado do receptor Toll-like 3 (KATO et
al., 2005). Por estas razdes, animais deficientes para a molécula MyD88""” tem sido
utilizados nos estudos da participacao dos receptores Toll-like na imunidade inata e
adaptativa (FENG et al., 2003). Mas é importante ressaltar que existem outras

moléculas adaptadoras na via de sinalizagao dos receptores Toll-like.

Recentemente foi reportada a expressao funcional de receptores Toll-like 2
em fibroblastos sinoviais de pacientes com artrite reumatdide (SEIBL et al., 2003;
KYBURZ et al., 2003). Ademais, Pierer e colaboradores (2004), evidenciaram a
indugdo de secregdao de quimiocinas por ativagdo de fibroblastos sinoviais via
receptores Toll-like 2, o que possivelmente contribui para a formacao de infiltrados
inflamatorios articulares caracteristicos da artrite reumatéide. Seibl e colaboradores
(2003) sugerem que mecanismos dependentes de Toll-like 2 podem contribuir para a
ativacdo de células sinoviais, possivelmente levando a destruicdo do osso e da

cartilagem observadas em quadros de artrite reumatoide.

Ademais, Joosten e colaboradores, utilizando-se de um modelo de
inflamacao articular induzido por Streptococcos demonstraram que esta resposta
inflamatdria articular € dependente da via de sinalizagao para receptores Toll-like 2.
Para tal, foram utilizados animais deficientes para Toll-like 2 que foram incapazes de
desenvolver a inflamacgédo articular, e animais deficientes para MyD88 que também
nao foram capazes de desenvolveram o processo inflamatério articular. Além disso,
os niveis de citocinas e quimiocinas no tecido sinovial de animais deficientes para
MyD88 apresentaram-se reduzidas quando comparadas com o controle. Também foi

evidenciada uma redugdo no numero de células no tecido articular em animais
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deficientes de Toll-like 2 e completa auséncia de influxo inflamatério nos animais
deficientes para MyD88 (JOOSTEN et al., 2003). Estes resultados corroboram com
os resultados obtidos no presente trabalho. Uma vez que se evidenciou uma
reducao da resposta hipernociceptiva e da migragcéo de neutroéfilos articular tanto nos
animais deficientes para Toll-like 2 quanto para a molécula MyD88. Além destes
animais também apresentarem reducéo significativa na produgao de citocinas (TNF-
a e IL-1B) e quimiocina KC no tecido articular. Demonstrando portanto, a
participagéo relevante tanto dos receptores Toll-like 2 quanto da molécula MyD88.
Ainda, no presente trabalho foi avaliada pela primeira vez a participacdo do referido
receptor Toll-like e da molécula MyD88 em um modelo de inflamagao articular

avaliando-se o parametro hipernociceptivo.

Sabe-se que o principal ligante de Toll-like 4 é o LPS, sendo que o zimosan
ativa Toll-like 2, explicando o fato de n&o ser observada diferenca significativa tanto
na resposta hipernociceptiva quanto na migragcao leucocitaria articular. Além disso,
Lee e colaboradores (2004) sugerem que os receptores Toll-like 4 parecem
apresentar importante participagdo na manutencdo, mas nao na iniciagdo dos

processos inflamatérios crénicos.

Em conjunto os dados obtidos sugerem a importante participagdo do
receptor Toll-like 2 e da molécula MyD88 na fisiopatologia da artrite, mais
especificamente nos fendmenos de hipernocicepgéo articular e migragdo de
neutrofilos articular, fenbmenos estes evidenciados nos quadros de inflamacéao
articular. Portanto, estes resultados sugerem que os receptores Toll-like 2 e a

molécula MyD88 s&o alvos importantes para o tratamento desta patologia.
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Figura 13 — Participacao dos receptores Toll-like-2 sobre a hipernocicepg¢ao
inflamatéria articular e migracao de neutréfilos articular induzidas pelo
zimosan

Camundongos deficientes para o receptor TRL-2" foram utilizados na avaliagao da hipernocicepgao
articular mecanica e migragao leucocitaria no modelo de inflamagao articular induzido por zimosan
(30ug/5ulL/articulagdo). A hipernocicepgéo articular foi avaliada nos tempos de 1-7 hs pelo teste de
pressao crescente na pata (painel A) e migragéo leucocitaria para o tecido articular avaliada no tempo
de 7 hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As barras representam a média +
e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo salina e
# P<0,05 diferenca significativa entre zimosan e o grupo TRL-2"(ANOVA one-way seguido do teste
de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 14 - Participagdo da molécula MyD88 sobre a hipernocicepgao
inflamatéria articular e migragcao de neutréfilos articular induzidas pelo
zimosan em camundongos

Camundongos deficientes para o receptor MyD88(‘") foram utilizados na avaliagdo da hipernocicepgao
articular mecéanica e migragao leucocitaria no modelo de inflamagéo articular induzido por zimosan
(30ug/5ul/articulagao). A hipernocicepcgao articular foi avaliada nos tempos de 1-7 hs pelo teste de
pressao crescente na pata (painel A) e migragao leucocitaria para o tecido articular avaliada no tempo
de 7 hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As barras representam a média +
e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo salina e
# P<0,05 diferenga significativa entre zimosan e o grupo MyD88("')(ANOVA one-way seguido do teste
de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 15A - Efeito da administracao i.art. de zimosan sobre a produgao de
citocina IL-1B na articulagao de camundongos deficientes para o receptor Toll-
like 2 e a molécula MyD88

Concentragéo de IL-1 nas articulagbes de camundongos que receberam administragcéo intra-articular
de zimosan (30pg/5uL/articulagéo) ou salina. No tempo de 5 horas apds a injegdo os animais foram
sacrificados e amostras de articulagdes foram extraidas para dosagem de IL-1B3, a qual foi
determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferencga significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 15B — Efeito da administracao i.art. de zimosan sobre a produgao de
quimiocina KC na articulagao de camundongos deficientes para o receptor
Toll-like 2 e a molécula MyD88

Concentragdo de KC nas articulagdes de camundongos que receberam administragéo intra-articular
de zimosan (30ug/5uL/articulagédo) ou salina. No tempo de 5 horas apos a injegdo os animais foram
sacrificados e amostras de articulagdes foram extraidas para dosagem de KC, a qual foi determinada
por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga
significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 15C — Efeito da administracao i.art. de zimosan sobre a producao de
citocina TNF-a na articulagdo de camundongos deficientes para o receptor
Toll-like 2 e a molécula MyD88

Concentragdo de TNF-a nas articulagbes de camundongos que receberam administragao intra-
articular de zimosan (30ug/5uL/articulagéo) ou salina. No tempo de 5 horas apés a inje¢cdo os animais
foram sacrificados e amostras de articulagdes foram extraidas para dosagem deTNF-a, a qual foi
determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferenga significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 16 — Os receptores Toll-like 4 nao participam da hipernocicepgao
inflamatoéria articular e migragao leucocitaria articular induzidas pelo zimosan

Camundongos deficientes para a via de sinalizagdo de TRL-4 (C3/HEJ) foram utilizados na avaliagao
da hipernocicepgao articular mecéanica e migragao leucocitaria no modelo de inflamagao articular
induzido por zimosan (30ug/5uL/articulagdo). A hipernocicepcgao articular foi avaliada nos tempos de
0-7 hs pelo teste de pressdo crescente na pata (painel A) e migracdo leucocitaria para o tecido
articular avaliada no tempo de 7 hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As barras
representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa
comparado com o grupo salina (ANOVA one-way seguido do teste de comparagdes multiplas de
Bonferroni).
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4.2 A hipernocicepcao e a migragcao de neutrofilos articular induzidas pelo
zimosan sao dependentes da agdo do TNF-a via receptor TNFR1 (p55) em

camundongos

Visto que ja esta bem demonstrado o envolvimento da citocina TNF-o. na
dor inflamatéria, bem como a sua participagdo na fisiopatologia das doencgas
articulares (FELDMANN et al., 1996, TONUSSI & FERREIRA, 1999). Além disso,
recentemente foi demonstrado que anticorpos humanos monoclonais anti-TNF-a
foram efetivos em suprimir a inflamacéo, lesbes articulares e dor observadas em
pacientes com artrite reumatoide (ELLIOT et al., 1994; FURST et al., 2003). Devido a
importancia do TNF-a em quadros de artrite, um dos objetivos deste trabalho foi
avaliar a participacdo da citocina TNF-a na resposta hipernociceptiva articular e na
migracdo leucocitaria articular induzidas pelo zimosan. Neste sentido, foram
utilizados camundongos deficientes para o receptor p55 do TNF-a (KO p55"'), com a

finalidade de avaliar a participagdo do TNF-a neste modelo de inflamacéo articular.

Existem dois tipos de receptores para TNF, o TNFR1 ou p55 e TNFR2 ou
p75 (TARTAGLIA & GOEDDEL 1992). Contudo, o receptor p55 tem sido relacionado
a processos inflamatorios como a migracado de neutrofilos (CANETTI et al., 2001),
efeitos deletérios observados no choque endotoxémico (HEUMANN et al, 1995), dor
neuropatica em modelo experimental (SOMMER et al., 1998) e recentemente ao
processo hipernociceptivo mecanico induzido pela carragenina (Cg) utilizando-se

animais deficientes para esse receptor (CUNHA et al., 2005).

Os resultados aqui demonstrados inibigdo significativa da resposta
hipernociceptiva articular no intervalo de 3-7% h, pds injecéo i.art. de zimosan (30
Mg/5uL) em animais deficientes para o receptor TNFR1 quando comparado com o
respectivo controle selvagem (C57BL/6). Sendo que na 7% hora pds injecgao i.art. de
zimosan observou-se 50% de inibicdo da redug¢ao do limiar mecanico articular nos
animais deficientes para o receptor TNFR1 quando comparado com o respectivo
controle selvagem (C57BL/6) (Figura 17 A). Além disso, foi avaliada a migracéo de
neutrdfilos na cavidade articular na 7% hora pds injegdo i.art. de zimosan e observou-
se uma reducdo de 85% da migracado neutrofilica articular nos animais deficientes
para o receptor TNFR1 quando comparado com o respectivo controle selvagem
(C57BL/6) (Figura 17 B). Em conjunto estes dados sugerem, a participacdo do TNF-

a via receptor TNFR1 tanto na resposta hipernociceptiva articular mecanica, quanto
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na migracao neutrofilica articular neste modelo de inflamacgao articular induzido pelo

zimosan

O envolvimento de TNF-a na hipernocicepgéo articular induzida por zimosan
em camundongos selvagens foi confirmada pela andlise das concentracdes desta
citocina na articulagdo tibio-tarsal no intervalo entre 1-5 horas apds a injecado de
zimosan (30ug/5ul/articulagdo). A administragdo i.art. de zimosan 30ug/5uL
estimulou a produgédo de TNF-o. em camundongos selvagens (Figura 18). Sendo que
foi observado um aumento significativo nos niveis de TNF-o. nas articulagcdes
detectadas 32 horas apos a injecéo de zimosan, sendo que se observou um aumento
crescente, com niveis significativos na 3% hora que se manteve na 5% hora. A
concentracdo de TNF-a foi reduzida apds o pré-tratamento com DF2162 e IL-1Ra,
sugerindo portanto que KC e IL-1B3 estdo estimulando a producao de TNF-a neste

modelo de inflamagé&o articular (Figura 19).

Dados da literatura descrevem que o TNF-a tem um papel relevante no
desenvolvimento da hipernocicepcao inflamatdria, pois € capaz de estimular a
liberacdo de outros mediadores relacionados a nocicepg¢ao, tais como: IL-6; IL-
8/CINC-1 e IL-1B que por sua vez libera os mediadores finais (PGs ou aminas
simpaticas) (CUNHA et al., 1992; WATKINS et al., 1995; LORENZETTI et al., 2002).
No entanto, esta cascata foi demonstrada em ratos. Recentemente, Cunha e
colaboradores (2005) demonstraram que a hipernocicepgao mecanica cutdnea em
camundongos, induzida pela Cg depende também do TNF-o. (agindo sobre
receptores TNFR1) e da quimiocina, KC. Contudo, em camundongos, ambos atuam
através da liberagao de IL-1B3, que por sua vez induz a liberagéo de PGs. Além disso,
a KC também induz a liberacdo de aminas simpatomiméticas. Corroborando a estes
dados, Vale e colaboradores (2006) utilizando o modelo de inflamagao articular
induzida pelo zimosan em joelhos de ratos, demonstraram que o tratamento dos
animais com talidomida (inibidor da sintese de TNF-a) reduz de maneira dose-
dependente a resposta hipernociceptiva articular. Além disso, foi observada também
reducdo da concentracdo de TNF-o apds o tratamento com a referida droga.

Demonstrando a participacdo do TNF-o na hipernocicepgao articular.

A citocina TNF-o também apresenta agdes associadas com o recrutamento

de leucdcitos, ativagdo e destruicdo articular, demonstrando, portanto importante
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papel na fisiopatologia da artrite (WILLIAMS, et al., 1992; MAINI et al., 1993;
IDOGAWA et al., 1997; PODOLIN et al., 2002). Corroborando a estes dados, Canetti
e colaboradores (2003) demonstraram que a migragao de neutrofilos observada em
camundongos imunizados com ovalbumina (OVA) é também dependente de TNF-q.
Além disso, sabe-se que na artrite reumatdide, onde se observa proeminente
migragao de neutroéfilos, os pacientes apresentam concentragdes elevadas de TNF-a
tanto no fluido sinovial quanto na sindvia reumatéide (CHU et al., 1991; FELDMANN
et al.,, 1996). De maneira complementar a estes dados, Bombini e colaboradores
(2004) utilizando-se de um modelo de artrite asséptica em joelhos de ratos
imunizados com OVA, observou intensa migracdo de neutréfilos na articulagdo do
joelho, sendo que este recrutamento de neutrofilos € dependente de TNF-o. Uma
vez que, o acumulo de neutrdfilos foi inibido pelo tratamento com pentoxifilina,
talidomida, dexametasona e anticorpo anti-TNF-o. Estes resultados demonstram o
importante papel do TNF-o. no recrutamento de neutrofilos em processos de

inflamacéo articular.

Recentemente, nosso grupo demonstrou que a citocina IL-33 quando
injetada na articulacéo tibio-tarsal resulta em resposta hipernociceptiva articular e
que esta resposta € mediada pela participagdo de TNF-a, agindo via receptores
TNFR1 (VERRI et al., 2008).

Os dados obtidos no presente trabalho corroboram com os dados da
literatura que demonstram um papel relevante do TNF-a na resposta

hipernociceptiva articular.
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Figura 17 — Participagdo do TNF-a na resposta hipernociceptiva articular e na
migragao neutrofilica articular induzidas pelo zimosan em camundongos

Camundongos deficientes para o receptor TNFRI (p55"') foram utilizados na avaliagdo da
hipernocicepgédo articular mecénica e migragdo leucocitdria no modelo de inflamagédo articular
induzido por zimosan (30ug/5uL/articulagdo). A hipernocicepgdo articular foi avaliada nos tempos de
0-7hs pelo teste de pressao crescente na pata (painel A) e migragédo leucocitaria para o tecido
articular avaliada no tempo de 7hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As barras
representam a média £ e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenca significativa
comparado com o grupo salina e # P<0,05 diferenca significativa entre zimosan e o grupo (p55"')
(ANOVA one-way seguido do teste de comparages multiplas de Bonferroni).
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Figura 18 — Curso temporal da producao de TNF-o apés inje¢cao de zimosan na
articulagcao de camundongos

Concentragdo de TNF-o nas articulagbes de camundongos injetadas com zimosan
(30ug/5ul/articulagao), salina ou articulagdes controle (contra-lateral). Nos seguintes tempos apos a
injecdo (1, 3 e 5 h) os animais foram sacrificados e amostras de articulacdo foram extraidas para
dosagem de TNF-o, a qual foi determinada por ELISA (painel C). As barras representam a média +
e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 19 — Efeito do pré-tratamento com DF2162 ou IL-1Ra sobre a produgao
de TNF-a na articulagao de camundongos

Concentracdo de TNF-oo nas articulagbes de camundongos injetadas com zimosan
(30ug/5ul/articulagao) ou salina. No tempo de 5% horas apds a injegéo intra-articular de zimosan os
animais foram sacrificados e amostras de articulagdo foram extraidas para dosagem de TNF-¢, a qual
foi determinada por ELISA (painel D). As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por
grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo controle.#P<0,05 indica
diferenca significativa comparado com o grupo controle.
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4.3 A hipernocicepg¢dao e a migragao neutrofilica articular induzidas pelo
zimosan sao dependentes da agao de IL-18 em camundongos.

Para avaliar a participagdo da IL-1B na resposta hipernociceptiva e na
migracdo neutrofilica articular induzidas pela administracdo i.art. de =zimosan
(30ug/5uL/articulagéo) foi utilizado como ferramenta farmacoldgica o pré-tratamento dos
animais com IL-1Ra (antagonista natural do receptor de IL-1) (3, 30 e 100mg/kg)(Figura
20 A) observando-se com as doses de 30 e 100mg/kg promoveu uma consideravel
inibicdo da hipernocicepgao articular mecanica (56%) na 7% h pds injegéo i. art. de
zimosan. Quando foi avaliado o efeito da IL-1Ra sobre a migragao neutrofilica a IL-1Ra
também promoveu na 7% h poés injegdo i. art. de zimosan, redugdo na migragdo
neutrofilica articular de 88% quando comparado com o grupo zimosan (Figura 20 B).
Portanto, a IL-1Ra causou uma redugao tanto na resposta hipernociceptiva articular
guanto na migracao leucocitaria articular neste modelo de inflamacéo articular induzido
pelo zimosan. Sugerindo portanto que a IL-1[3 participa destes fenébmenos inflamatoérios

promovidos pelo zimosan quando injetado na articulagéao.

Para confirmar o envolvimento de IL-1 na hipernocicepg¢ao articular induzida
por zimosan em camundongos, a concentragao desta citocina foram determinados nas
articulagbes que foram injetadas com zimosan (30ug/5uL/articulacdo) e coletadas em
tampao para citocinas nos tempos de 12, 32 e 52 horas pdés-injegdo. A administragao
i.art. de zimosan 30ug/5uL estimulou a produgao de IL-13 em camundongos selvagens
(Figura 21). Zimosan produziu um aumento na concentragéo de IL-1p nas articulagbes
detectadas 32 horas apds a injecdo de zimosan, sendo que apresentou aumentos
significativos da liberagao entre 32 e 5% horas. Além disso, a concentragao desta citocina
também foi avaliada em animais pré-tratados com DF2162 (antagonista CXCR1/2) e
animais deficientes para o receptor p55 do TNF-a e foi observada reducéo significativa
na concentracao de IL-1B tanto nos animais tratados com DF2162 quanto nos animais
deficientes para p55, sugerindo portanto, que tanto a quimiocina KC quanto o TNF-a

estdo induzindo a produgé&o desta citocina (Figura 22).

A familia da IL-1 compreende trés polipeptidios funcionalmente relacionados
e codificados por genes distintos, sao eles: IL-1a, IL-1 e um terceiro membro desta
familia que é o antagonista do receptor da IL-1 (IL-1Ra) (DINARELLO, 1994). Estes

agonistas ligam-se com alta especificidade aos dois tipos de receptores IL-1RI e IL-
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1RII. Aligagéo da IL-1 ao receptor IL-1Rl inicia a cascata de sinalizagao intracelular
(CASADIO, et al., 2001). Intracelularmente, este complexo recruta a molécula
adaptadora MyD88 para o dominio TIR presente na IL-1RI, com subsequente
translocacao de IRAK1 e 2, recrutamento de TRAF6, que culmina na ativacdo de
NF«xB (BURNS, et al.,2003; CAO, et al., 1996).

Dados da literatura demonstram que pacientes com artrite reumatodide ativa
apresentam concentracoes plasmaticas elevadas de IL-13 (EASTGATE et al., 1988).
Além disso, a IL-1B produzida principalmente por macréfagos e mondcitos do tecido
sinovial de pacientes com artrite reumatdide tem sido fortemente relacionada as lesdes
articulares, pois parece mediar a degradacado de proteoglicanos (AREND & DAYER,
1995; IVASHKIV, 1996). Neste sentido, Henderson e colaboradores (1991)
demonstraram que a administragdo intravenosa de IL-1Ra (antagonista do receptor da
IL-1) em coelhos inibe a migracdo leucocitaria para a membrana sinovial e cavidade
articular, além de bloquear a perda de proteoglicanos da cartilagem articular causada
pela IL-1, demonstrando assim o papel regulatério da IL-1Ra. A importancia da citocina
IL-1 na progressé&o da artrite foi demonstrada utilizando-se de tratamento anti-IL-1, em
modelo de artrite induzida por colageno em camundongos, que demonstrou efetividade
em reduzir a destruicdo articular tanto nos estagios iniciais quanto avangados desta
patologia (JOOSTEN, et al., 1996). Além disso, neste mesmo trabalho foi demonstrado
diferenca de participagédo do TNF-a. em varios estagios da artrite induzida por colageno,

e que o blogueio deste n&o elimina a participagao da IL-1 (JOOSTEN, et al., 1996).

Além disso, Ferreira e colaboradores (1988) utilizando ratos, demonstraram
que a IL-1p participa da génese da hipernocicep¢ao inflamatoria, via indugédo da COX,
com consequente producdo de PGE,. Ademais, outros pesquisadores também
demonstraram a participagdo da IL-1B em diferentes modelos de hipernocicepgao
inflamatdria (SCHWEIZER et al., 1988; WATKINS et al., 1994; SAFIEH-GARABEDIAN
et al., 1995). De maneira complementar a estes resultados, Cunha e colaboradores
(2005) utilizando camundongos pré-tratados com IL-1Ra demonstrou uma inibigao
parcial da resposta hipernociceptiva mecanica induzida pela Cg. Além disso, ja esta
demonstrado que a IL-1 também induz a migragédo de neutréfilos por aumentar a
expressao de proteina de adesao nos neutrdéfilos e nas células endoteliais, assim como
induzir a liberagdo de outros fatores quimiotaticos (FACCIOLLI et al., 1990; BURKE-
GAFFNEY e HELLEWELL, 1996; KOMATSU et al., 1997).
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Figura 20 — Participacao da IL-1B na resposta hipernociceptiva e na migragao
neutrofilica articular induzidas pelo zimosan em camundongos

Os animais foram pré-tratados com IL-1Ra (30mg/kg, i.v., 15 minutos) antes da administracdo de
zimosan (30ug/5uL/articulagcéo). A hipernocicepgéo articular foi avaliada nos tempos de 0-7 hs pelo
teste de presséao crescente na pata (painel A) e migragéo leucocitaria para o tecido articular avaliada
no tempo de 7 hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As barras representam a
média = e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenca significativa comparado com o grupo
salina e # P<0,05 diferenga significativa entre zimosan e o grupo tratado(IL-1Ra)(ANOVA one-way
seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 21 — Curso temporal da produgao de IL-1p apds injecdo de zimosan na
articulagcao de camundongos

Concentracédo de IL-13 nas articulagbes de camundongos injetadas com zimosan
(30ug/5ul/articulagao), salina ou articulagdes controle (contra-lateral). Nos seguintes tempos apos a
injecdo (1, 3 e 5 h) os animais foram sacrificados e amostras de articulagdo foram extraidas para
dosagem de IL-1B3, a qual foi determinada por ELISA (painel C). As barras representam a média £
e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 22 — Efeito do tratamento com DF2162 e animais deficientes para o
receptor p55 sobre a produgao de IL-1B na articulagdo de camundongos

Concentragdo de IL-1B nas articulagdbes de camundongos injetadas com zimosan
(30ug/5ul/articulagao) ou salina. No tempo de 5 horas apds a injegdo intra-articular de zimosan, os
animais foram sacrificados e amostras de articulagdo foram extraidas para dosagem de IL-1§, a qual
foi determinada por ELISA (painel C). As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por
grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo controle. #P<0,05 indica
diferencga significativa comparada com o grupo zimosan.
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4.4 A resposta hipernociceptiva e a migracao neutrofilica articular induzidas

pelo zimosan em camundongos dependem da quimiocina KC

As quimiocinas formam uma grande familia de citocinas estruturalmente
homologas que estimulam o movimento dos leucécitos e regulam a migragao destes
para o sangue e tecidos. Todas as quimiocinas s&o peptideos com peso molecular
de 7KD-15KD, contendo cerca de 60 a 80 aminoacidos. Em sua estrutura, as
quimiocinas apresentam quatro residuos de cisteina conservados em quase todos
os grupos, formando duas pontes dissulfeto intramoleculares essenciais. Possuem
um curto dominio amino-terminal antecedendo a primeira cisteina, uma coluna
estrutural ordenada formada por B-ligagbes com alga ligante entre a segunda e a
quarta cisteina, além de uma o-hélice na regido carboxi-terminal com cerca de 20 a
30 aminoacidos (RAJARATHNAM et al., 1995).

Baseado no posicionamento das duas primeiras cisteinas pode-se classificar
estruturalmente as quimiocinas. Estas cisteinas podem apresentar-se adjacentemente
ligadas, formando o grupo denominado de CC ou a-quimiocinas; separadas por um
aminoacido, denominado de CXC ou B-quimiocinas, ou ainda separadas por trés

aminoacidos, formando o grupo de quimiocinas CX3;C ou 4-quimiocinas.

As duas maiores subfamilias de quimiocinas sao as do grupo CXC e CC,
cujas atividades biolégicas diferem quanto a capacidade de estimular diferentes
tipos de células efetoras. As quimiocinas CXC atraem preferencialmente neutrofilos
para o sitio inflamatério (FIGARELLA-BRANGER et al., 2003), enquanto que as
quimiocinas CC ativam predominantemente eosindfilos, linfécitos, basdfilos e
mondcitos (KAPP et al., 1994; ELSNER et al., 1996; KAPLAN, 2001; FIGARELLA-
BRANGER et al., 2003). Ademais, as quimiocinas pertencentes a classe CC e CX3C

possuem maior seletividade para linfocitos, mondcitos, linfécitos T e células NK.

Uma importante caracteristica encontrada particularmente na familia da
quimiocinas CXC é a presencga da sequéncia de trés aminoacidos (glutamato-leucina-
arginina), localizados préximo ao dominio N-terminal, precedendo a primeira cisteina. A
presenca desta sequéncia parece estar diretamente relacionada com a especificidade
quimiotatica sobre neutrdfilos. Entre as quimiocinas CXC-ELR" destacam-se a IL-8,
MIP-2 e KC entre outras (ROLLINS, 1997; LAING e SECOMBES, 2004).

Dentre as quimiocinas CXC podemos destacar a quimiocina KC que é uma

quimiocina encontrada em camundongos, esta quimiocina apresenta acentuada
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homologia com a sequéncia de aminoacidos da IL-8, sendo esta quimiocina sua
correspondente em humanos e em ratos sua correspondente € a CINC. Existem
trabalhos demonstrando a potente atividade quimiotatica da quimiocina KC tanto in
vitro quanto in vivo. Além disto, a sintese e secrecdo destas quimiocinas podem ser
induzidas por estimulos como LPS ou por citocinas como IL-18 e TNF-a (INTRONA
et al., 1987; SHEN et al., 1989; HENSLEY et al.,2003).

As quimiocinas ligam-se aos seus receptores acoplados a proteina G para
produzir suas funcgdes. Estas possuem dois principais sitios de interacdo com seu
receptor, um deles localizado na regido amino-terminal, essencial para a ativacéo do
mesmo e, outro exposto dentro da alga de formagéo entre a segunda e terceira cisteina
(CLARCK-LEWIS et al.,, 1991). Em humanos, cinco tipos de receptores para as
quimiocinas da classe CXC foram identificados (CXCR{ a CXCRs), enquanto para a
classe CC foram identificados oito tipos (CCR; a CCRg) (MURPHY, 1996). Esses
receptores podem estabelecer ligagbes com mais de uma quimiocina, e esta pode
acoplar-se a mais de um tipo de receptor, demonstrando assim, promiscuidade e
versatilidade. Os receptores CXCR; e o CXCR; formam ligagdes de alta afinidade com
a IL-8, enquanto que para as quimiocinas da classe CC, os principais receptores
envolvidos na migragdo leucocitaria sdo o CCR1 e o CCRS, os quais estabelecem
ligagdo com MIP-1a. e MIP-13, RANTES e MCP-3 (NEOTE et al., 1993; SU et al., 1996).

No presente trabalho, avaliamos a participagdo da quimiocina KC (CXC)
tanto na resposta hipernociceptiva articular quanto na migragao neutrofilica articular
induzidas pela injecdo i.art. de zimosan. Com o intuito de avaliar a participagdo da
quimiocina KC foi utilizada como ferramenta farmacolégica um antagonista dos
receptores CXCR1/2 (DF2162),

A administragao sistémica de DF2162 (15mg/kg) resultou em inibicdo de
89% da resposta hipernociceptiva articular induzida pela administracédo i.art. de
zimosan (30ug/5uL/articulacéo) (Figura 23 A). Enquanto que a migracéo neutrofilica
articular foi reduzida em 82% quando comparada com o grupo zimosan (Figura 23
B). Estudos também relatam a presenca de quimiocinas CXC em modelos de artrite
reumatdide correlacionados com a migracdo de neutrofilos (KASAMA et al., 1995;
CUZZOCREA et al., 2005).

Para confirmar o envolvimento da quimiocina KC na hipernocicepc¢ao

articular induzida por zimosan em camundongos, a concentragdo desta quimiocina
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foi determinada nas articulagbes inflamadas. A administragdo i.art. de zimosan
30ug/5uL estimulou a produgdo de KC em camundongos selvagens (Figura 24).
Zimosan produziu um aumento na concentracdo de KC nas articulagdes detectadas
3 horas apds a injecdo de zimosan, sendo que o pico de liberagdo ocorreu no

intervalo entre 3-5 horas.

Além disso, também foi avaliada os niveis da quimiocina KC na articulacéo
de animais tratados com IL-1Ra e em animais deficientes para o receptor p55 do
TNF-a. Observou-se redugao na concentragao de KC tanto no grupo tratado com IL-
1Ra quanto nos animais deficientes par ao receptor p55 (Figura 25). Os dados
sugerem, portanto, que tanto TNF- a quanto IL-13 parecem estar induzindo a

producao de quimiocina KC.

Ademais, em modelos experimentais de artrite foi evidenciada a importancia
das quimiocinas CXC nesta patologia, através do bloqueio destas quimiocinas e
seus respectivos receptores CXCR1/2, fato que estabelece perspectivas de eficacia
na terapéutica (PODOLIN, et al., 2002).

Recentemente, Coelho e colaboradores demonstraram no modelo de artrite
induzida por antigeno que o bloqueio dos receptores CXCR1/2 resulta em inibicao
do recrutamento de neutrdfilos devido a inibicdo da adesdao dos neutréfilos na
sinévia. Como consequéncia observa-se reducado da producgao local de citocinas e

reducao da resposta hipernociceptiva (COELHO et al., 2008).

De maneira complementar, Cunha e colaboradores demonstram na artrite
induzida por colageno que a inibicdo dos receptores CXCR1/2 com DF2162 causou
reducdo do influxo de neutrdfilos, diminuicdo da formacdo do edema, redugao do

score clinico, além de reduzir a resposta hipernociceptiva (CUNHA et al., 2008).

Os dados do presente trabalho em conjunto com os resultados descritos na
literatura demonstram o importante papel das quimiocinas CXCR1/2 na migracao de
leucécitos e na resposta hipernociceptiva em modelos de inflamagao articular,
sugerindo, portanto que o bloqueio dos receptores de quimiocinas € uma estratégia
interessante para o controle tanto da migracdo de leucécitos quanto da resposta
hipernociceptiva articular, até mesmo porque parece haver uma relagdo de

dependéncia entre estes fendbmenos inflamatoérios em quadros de inflamagéo articular.
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Figura 23 - Participagcdao da quimiocina KC na resposta hipernociceptiva
articular e na migragao neutrofilica articular induzidas pelo zimosan em
camundongos

Os animais foram pré-tratados com DF2162 (15mg/kg, v.o., 60 minutos) antes da administragcdo de
zimosan (30ug/5uL/articulagédo). A hipernocicepgéo articular foi avaliada nos tempos de 0-7 hs pelo
teste de presséao crescente na pata (painel A) e migragao leucocitaria para o tecido articular avaliada
no tempo de 7 hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As barras representam a
média *+ e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenca significativa comparado com o grupo
salina e # P<0,05 diferenca significativa entre zimosan e o grupo tratado (DF2162)(ANOVA one-way
seguido do teste de comparag¢des multiplas de Bonferroni).
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Figura 24 — Curso temporal da produgcao de KC apés injecao de zimosan na
articulagao de camundongos

Concentragdo de KC nas articulagbes de camundongos injetadas com zimosan
(30ug/5ul/articulagao), salina ou articulagdes controle (contra-lateral). Nos seguintes tempos apos a
injecéo (1, 3 e 5 h) os animais foram sacrificados e amostras de articulagdo foram extraidas para

dosagem de KC, a qual foi determinada por ELISA (painel C). As barras representam a média +
e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenca significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 25 — Efeito do pré-tratamento com IL1Ra e camundongo deficiente para
o receptor p55 sobre a producao de KC na articulagao de camundongos

Concentragdo de KC nas articulagbes de camundongos injetadas com zimosan
(30ug/5ul/articulagao) ou salina. No tempo de 5 horas apos a injegdo intra-articular de zimosan os
animais foram sacrificados e amostras de articulagao foram extraidas para dosagem de KC, a qual foi
determinada por ELISA (painel D). As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo.
*P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo controle (salina).#P<0,05 indica
diferencga significativa comparado com o grupo zimosan.
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4.5 O efeito hipernociceptivo articular induzido pelo LPS em camundongos
é dose-tempo-dependente

Com o intuito de investigar a participacdo dos receptores toll-like 4 e suas
moléculas adaptadoras na resposta hipernociceptiva articular foi injetado intra-
articularmente o agonista toll-like 4, LPS em trés diferentes concentra¢des na articulagao
tibio-tarsal. Foi realizada uma curva-dose-tempo-resposta de LPS com as doses de 100,
300 e 900ng, no intervalo de 1-24h pds-injegdo. Evidenciou-se que nao houve diferenga
significativa entre as doses de 300 e 900ng. O pico de resposta hipernociceptiva articular
foi evidenciada no tempo de 5 horas pds-injecéo (Figura 26). Por esta razdo a dose de

LPS utilizada nos proximos experimentos foi 300ng/5uL por articulagao.

Para avaliarmos se o LPS na cavidade articular induzia a produgdo de
citocinas tais como TNF-q, IL-1B e quimiocina KC, foi utilizado o método de ELISA
com amostras da articulagdo tibio-tarsal injetadas com LPS e observou-se um
aumento significativo da produg¢do de TNF-o, KC e IL-1B na 3 e 5 horas pds-injecéo

de LPS (300ng/5uL) quando comparadas com o grupo controle (Figura 27 A,Be C).

Uma vez que o LPS injetado intra-articular induz resposta hipernociceptiva
articular a qual é acompanhada pela producéo de citocinas e quimiocinas, o proximo
passo foi avaliar se a inibicdo destas citocinas TNF-o, IL-18 e quimiocina KC
proporcionaria inibicdo da resposta hipernociceptiva articular e da migragao neutrofilica
articular induzidas pelo LPS. Para tal, foram utilizadas como ferramentas
farmacoldgicas o DF2162 (antagonista CXCR1/2) e a IL1Ra (antagonista soltvel do
receptor de IL-1) e para avaliagdo do TNF-a foram utilizados camundongos
geneticamente modificados para o receptor p55 desta citocina. Evidenciou-se redugéo
da resposta hipernociceptiva articular nos animais tratados com DF2162 (70%), IL-1Ra
(62%) e nos animais geneticamente modificados para o receptor p55 (50%). Além
disso, observou-se redu¢ao da migracao neutrofilica articular nos animais tratados com
DF2162 (77%), IL-1Ra (74%) e nos animais geneticamente modificados para o receptor
p55 (76%) (Figura 28). Estes resultados demonstram que TNF-o, IL-13 e quimiocina
KC medeiam a resposta hipernociceptiva e a migragéo neutrofilica articular induzidas

pelo LPS neste modelo de inflamagéo articular.

O LPS, uma endotoxina, € o principal constituinte da parede de bactérias

Gram-negativas, o qual promove a sintese de varias citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-



Resultados e Discussdo &8

6, TNF-a) por ativar receptores Toll-like 4 presentes em mondcitos e macréfagos. Além
disso, dados da literatura demonstram que o LPS induz resposta hipernociceptiva
(KEMPER et al., 1998; WATKINS et al., 1994; CUNHA et al., 2000). Neste sentido,
Ferreira e colaboradores demonstraram em modelo de hiperalgesia que o LPS induz a
formacgéo de bradicinina e que esta estimula a liberagdo de TNF-a (FERREIRA et al.,
1993; POOLE et al, 1999). Além disso, Cunha e colaboradores demonstraram que o
LPS injetado na pata de ratos induz a produgao de TNF-a e IL-13 (CUNHA et al., 2000).
De maneira complementar, Watkins e colaboradores (1994) demonstraram que tanto

TNF-a quanto IL-13 estdo envolvidos na hiperalgesia induzida pelo LPS.

Ademais, Bressan e colaboradores (2006) demonstraram que a injecao
intra-articular de LPS no joelho de ratos previamente primados com carragenina
induz incapacitagao articular, migragao celular e edema articular. Esses fenbmenos
inflamatdrios sao abolidos pelo pré-tratamento dos animais com anticorpo anti-TNF-
a e anti-CINC-1. Surpreendentemente, neste modelo o anticorpo anti-IL-18 n&o
afetou a resposta de incapacitagdo, mas inibiu o edema articular e a migragéo
celular. Estes resultados obtidos por Bressan corroboram, pelo menos em parte,
com os resultados obtidos no presente trabalho. Uma vez que, os nossos resultados
apresentados no presente trabalho demonstram que TNF-qa, IL-1B e quimiocina KC
participam da resposta hipernociceptiva articular e que este fendbmeno inflamatério
apresenta uma correlagdo com a migragado neutrofilica articular, uma vez que foi
observada redu¢cdo no numero de neutréfilos que migraram para a articulagdo em

resposta aos tratamentos e ao uso de animais deficientes do receptor p55.

Dados da literatura demonstram que o LPS, sinalizando via receptores Toll-like
4 tem sido usado extensivamente para agravar ou reativar a artrite em diferentes
modelos (TERATO et al., 1996; YOSHINO et al., 2005; YOSHINO et al., 2000). Além
disso, Stimpson e colaboradores demonstraram que o LPS injetado na articulagdo de
ratos induz artrite (STIMPSON et al., 1987). E importante salientar que niveis elevados
de citocinas e quimiocinas sao encontrados no fluido sinovial de pacientes com artrite
(BARKSBY et al., 2007). Portanto, estes resultados em conjunto com os obtidos no
presente trabalho reforcam a idéia de que agonista Toll-like 4 (LPS) induz a liberagao de
citocinas e quimiocinas e que estas estao participando da resposta hipernociceptiva e
da migracdo de neutrdfilos articular, dois fenémenos inflamatérios importantes e

debilitantes observados na fisiopatologia da artrite.
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Figura 26 — O LPS induz resposta hipernociceptiva articular em camundongos

Curvas dose e tempo resposta de hipernocciepcéao articular induzida pela administracao intra-articular
de LPS (100, 300, 900ng/articulagao) ou salina (controle). A hipernocicepgao articular foi avaliada nos
tempos de 1-24 hs pelo teste de pressdo crescente na pata. Os resultados sdo expressos pela média
+ e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferencga significativa comparado com o grupo salina
(ANOVA one-way seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 27A — Curso temporal da producao de TNF-a apés injecao de LPS na
articulagao de camundongos

Concentragdo de TNF-a nas articulagbes de camundongos que receberam administragao intra-
articular de LPS (300ng/5uL/articulagdo) ou salina. Nos tempos de 1, 3 e 5° horas apds a injegédo os
animais foram sacrificados e amostras de articulagdo foram extraidas para dosagem de TNF-a, a qual
foi determinada por ELISA. As barras representam a média = e.p m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferenca significativa comparado com o grupo controle
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Figura 27B — Curso temporal da producao IL-1B apdés injecdo de LPS na
articulagcao de camundongos

Concentragao de IL-13 nas articulagbes de camundongos que receberam administragéo intra-articular
de LPS (300ng/5uL/articulagédo) ou salina. Nos tempos de 1, 3 € 5 horas apds a inje¢ao os animais
foram sacrificados e amostras de articulagdes foram extraidas para dosagem de IL-13, a qual foi
determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferenca significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 27C - Curso temporal da producao de KC apés injegcao de LPS na
articulagao de camundongos

Concentragéo de KC nas articulagbes de camundongos que receberam administragao intra-articular
de LPS (300ng/5uL/articulagdo) ou salina. Nos tempos de 1, 3 e 5 horas apds a injegdo os animais
foram sacrificados e amostras de articulagdo foram extraidas para dosagem de KC, a qual foi
determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferencga significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 28 — Participagdao do TNF-a, IL-1B8 e KC na resposta hipernociceptiva
articular e na migragado leucocitaria articular induzidas pelo LPS em
camundongos

Os animais foram pré-tratados com IL-1Ra (30mg/kg, i.v., 15 minutos), DF2162 (15mg/kg, v.o., 60
minutos) e p55(-/-) antes da administragdo de LPS (300ng/5ul/articulagdo). A hipernocicepgao
articular foi avaliada nos tempos de 1-5 hs pelo teste de pressdo crescente na pata (painel A) e
migracao leucocitaria para o tecido articular avaliada no tempo de 5 hs pelo ensaio de atividade da
mieloperoxidase (painel B). As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferenga significativa comparado com o grupo salina e # P<0,05 diferenga significativa entre
LPS e os grupos tratados ou animais deficientes para o receptor p55 (ANOVA one-way seguido do
teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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4.6 O efeito hipernociceptivo articular induzido pelo LPS em camundongos
é dependente de receptores TOLL-LIKE 4

Com a finalidade de avaliar a participacdo dos receptores TOLL-LIKE 4 na
resposta hipernociceptiva articular, foram utilizados animais deficientes na via de
sinalizagcdo para TOLL-LIKE 4. Os resultados demonstram inibigdo significativa da
resposta hipernociceptiva articular no intervalo de 1-52 h, apos injecao i.art. de LPS
(300 ng/5uL) em animais deficientes na via de sinalizagdo para TOLL-LIKE 4 (HEJ)
quando comparado com o respectivo controle selvagem (HEPAS). Sendo que na 5%
hora pés injecéo i.art. de LPS observou-se 98% de inibicdo da redugao do limiar
mecanico articular nos animais deficientes na via de sinalizagao para TOLL-LIKE 4
quando comparado com o respectivo controle selvagem (HEPAS) (Figura 29 A).
Além disso, foi avaliada a migragéo neutrofilica articular na 5% hora pos injegéo i.art.
de LPS e observou-se uma reducado de 97% da migragao neutrofilica articular nos
animais deficientes na via de sinalizagédo para TOLL-LIKE 4 quando comparado com
o respectivo controle selvagem (HEPAS) (Figura 29 B). Sugerindo assim, a
participacao do receptor TOLL-LIKE 4 tanto na resposta hipernociceptiva, quanto na

migracgao neutrofilica articular em resposta ao LPS.

Para avaliar os mecanismos envolvidos nesta redugdo da resposta
hipernociceptiva articular observada nos animais deficientes na via de sinalizagao
para o receptor TOLL-LIKE 4, a concentracdo das citocinas foi determinada nas
articulagdes que receberam LPS (300ng/5ul/articulacéo) e coletadas em tampéo
para citocinas nos tempos de 52 horas poés-injegdo. A administragéo i.art. de LPS
300ng/5uL estimulou a produgdo de TNF-o, IL-1B e KC em camundongos
selvagens. nos animais deficientes da via de sinalizagdo para TOLL-LIKE 4 foi
observada redugao nos niveis destas citocinas e quimiocina (Figura 29 C, D e E).
Também foram utilizados animais deficientes para o receptor TRL-2 ) nestes
animais ndo foram observadas reducado da resposta hipernociceptiva articular ou da
migragao leucocitaria articular, sendo que este resultado ja era esperado, uma vez
que o LPS atua via receptores TOLL-LIKE 4 (Figura 30). Ja esta bem estabelecido
que o TLR-2 é requerido para o reconhecimento de bactérias Gram-positivas e
fungos, enquanto o TLR-4 esta relacionado com o reconhecimento de bactérias
Gram-negativas (UNDERHILL et al., 1999).
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Existem diversas demonstracbes na literatura da expressao tanto de
receptores TLR-2 quanto de TLR-4 no tecido sinovial de pacientes com artrite
reumatoide (JOOSTEN et al., 2003; SEIBL et al., 2003; KYBURZ et al., 2003). No
entanto, este trabalho é o primeiro a demonstrar a participacao destes receptores na
resposta hipernociceptiva articular e que ainda existe uma correlacdo deste

fendbmeno com a migracao leucocitaria articular.

Além disso, dados da literatura demonstram que o LPS, sinalizando via TOLL-
LIKE 4 pode agravar ou reativar a artrite em modelos que utilizam camundongos
(TERATO et al., 1996; YOSHINO et al., 2005; YOSHINO et al., 2000). A importancia
de se estudar estes receptores, bem como as vias de sinalizacdo envolvidas na
resposta destes é importante uma vez que os receptores TOLL podem ser ativados
por muitos ligantes enddgenos que sao liberados em processos de estresse ou dano
tecidual. Neste sentido, receptores TOLL-LIKE 4 podem reconhecer componentes da
matrix extracelular como o sulfato de heparan e fibronectina (JOHNSON et al., 2002;
OKAMURA et al., 2001). Ainda, tanto o receptor TOLL-LIKE 4 como TOLL-LIKE 2
podem reconhecer componentes da matrix (SCHAFER et al., 2005). E importante
salientar que ligantes enddégenos de receptores toll-like 4 tais como fragmentos de
fibronectina e proteinas de heat-shock tem sido enontradas na sinévia reumatoide
(SCOTT D., et al., 1981; ROELOFS MF, et al., 2005).

Recentemente, um grupo de pesquisadores demonstraram que a inibigdo do
receptor Toll-like 4, com o uso de antagonista para o receptor Toll-like 4 suprime a
severidade da artrite induzida por colageno, além de determinar redugdo da
expresséo de IL-1 nas articulagdes afetadas (ABDOLLAHI-ROODSAZ et al., 2007).

Em conjunto, estes resultados demonstram a importante participagdo dos
receptores Toll-like 4 na patofisiologia da artrite. Além disso, os resultados
apresentados no presente trabalho sugerem o envolvimento tanto dos receptores
Toll-like 2 quanto Toll-like 4 nos fendmenos de hipernocicepgao articular e migragéo
de neutrdfilos para a cavidade articular observados nos quadros de inflamagao

articular induzida por diferentes estimulos.
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Figura 29 - Participagao dos receptores Toll-like 4 na resposta

hipernociceptiva e na migragao neutrofilica articular induzidas pelo LPS em
camundongos

Camundongos deficientes da via de sinalizagdo para o receptor Toll-like 4 (HEJ)foram utilizados na
avaliagdo da hipernocicepgao articular mecanica e migragéo leucocitaria no modelo de inflamagao
articular induzido por LPS (300ng/5ul/articulagéo). A hipernocicepgéo articular foi avaliada nos
tempos de 1-5hs pelo teste de pressao crescente na pata (painel A) e migracao leucocitaria para o
tecido articular avaliada no tempo de 5hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As
barras representam a média = e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa
comparado com o grupo salina e # P<0,05 diferencga significativa entre LPS e o grupo TRL-4 (ANOVA
one-way seguido do teste de comparag¢des multiplas de Bonferroni).
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Figura 29C — Curso temporal da producao de TNF-a apés injecao de LPS na
articulagao de camundongos deficientes da via de sinalizagao para Toll-like 4

Concentragdo de TNF-a nas articulagbes de camundongos que receberam administragdo intra-
articular de LPS (300ng/5uL/articulagdo) ou salina. No tempo de 5 horas apds a injegdo os animais
foram sacrificados e amostras de articulagdes foram extraidas para dosagem de TNF-a , a qual foi
determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferencga significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 29D — Curso temporal da producao de IL-18 apéds injecao de LPS na
articulagao de camundongos deficientes da via de sinalizagao para Toll-like 4

Concentragédo de IL-1f3 nas articulagdes de camundongos que receberam administragao intra-articular
de LPS (300ng/5uL/articulagdo) ou salina. No tempo de 5 horas apds a inje¢cdo os animais foram
sacrificados e amostras de articulagdes foram extraidas para dosagem de IL-18 , a qual foi
determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferenga significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 29E — Curso temporal da produciao de KC apés injecdo de LPS na
articulagao de camundongos deficientes da via de sinalizagao para Toll-like 4

Concentragéo de KC nas articulagbes de camundongos que receberam administragao intra-articular
de LPS (300ng/5uL/articulagéo) ou salina. No tempo de 5 horas apds a injecdo os animais foram
sacrificados e amostras de articulagbes foram extraidas para dosagem de KC , a qual foi determinada
por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga
significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 30 — Receptores toll-like 2 nao participa da resposta hipernociceptiva e
da migragao neutrofilica articular induzidas pelo LPS em camundongos

Camundongos deficientes para o receptor TRL-2 (TRL-2”') foram utilizados na avaliagdo da
hipernocicepgéo articular mecéanica e migragdo leucocitaria no modelo de inflamagéao articular
induzido por LPS (300ng/5uL/articulagéo). A hipernocicepgao articular foi avaliada nos tempos de 1-
5hs pelo teste de pressao crescente na pata (painel A) e migragao leucocitaria para o tecido articular
avaliada no tempo de 5hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As barras
representam a média £ e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa
comparado com o grupo salina e # P<0,05 diferenga significativa entre LPS e o grupo (TRL-2"‘)
(ANOVA one-way seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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4.7 O efeito hipernociceptivo articular induzido pelo LPS em camundongos
é dependente das moléculas adaptadoras MyD88 e MAL/TIRAP, mas é
independente de TRIF

Seguindo a mesma linha de raciocinio apresentada no item anterior, foi
avaliada a participagao das moléculas adaptadoras MyD88, MAL/TIRAP e TRIF na
resposta hipernociceptiva articular e na migracao neutrofilica articular induzidas pelo
LPS. Para tal, foram utilizados animais deficientes para estas moléculas. Foi
observado nos animais MyD88) 85% de inibicdo da reducgdo do limiar mecanico
(Figura 31 A). Enquanto nos animais MAL/TIRAP(-/-) foi evidenciada um aumento
de 56% do limiar mecanico (Figura 31 A). Além disso, também foi avaliada a
migrag&o de neutrdéfilos para o tecido articular e evidenciou-se uma redug¢ao de 97%
na migracdo neutrofilica articular nos animais MYD88") e 69% nos animais
MAL/TIRAP™ (Figura 31 B). De maneira complementar foi avaliada a concentracéo
de citocinas TNF-q, IL-1B e quimiocina KC nos animais MyD88"” MAL/TIRAP) e
observou-se redugao na concentracdo destas citocinas e quimiocinas nos animais
deficientes quando comparados com o respectivo controle (Figura 32 A, B e C).
Também foi avaliada a participacdo da molécula TRIF tanto na resposta
hipernociceptiva articular quanto na migracdo de neutréfilos e ndo foi observada
diferenca significativa nos animais TRIF®” quando comparados com o respectivo
controle SV129 (Figura 33 A e B). Ademais, também n&o foi evidenciada diferencga
na concentracdo das citocinas TNF-a, IL-1B e quimiocina KC nos animais TRIF""

quando comparados com o controle (Figura 34 A, B e C).

Os resultados sugerem a participagao das moléculas MyD88 e MAL/TIRAP
na resposta hipernociceptiva articular e na migragao neutrofilica articular. Além
disso, estas moléculas estdo participando diretamente da producido de citocinas
TNF-a, IL-1B e quimiocina KC, uma vez que a concentragao destas estava reduzida
no tecido articular nos animais deficientes para esta molécula. Por outro lado, os
resultados demonstram que a molécula TRIF ndo participa da resposta
hipernociceptiva articular e migragdo de neutrdfilos articular neste modelo de

inflamacéo articular.

As vias de sinalizagdo ativadas através de receptores TOLL-LIKE 4
requerem a molécula adaptadora MyD88. A molécula MyD88 apresenta um dominio

N-terminal (DD), que medeia interagbes proteina-proteina e esta envolvido em
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resposta de citotoxicidade, ativacdo de MAPK e ativacado de fatores de transcrigao
como NF-kB. Estudos usando camundongos geneticamente modificados mostraram
que existem duas vias de sinalizacdo dos receptores TOLL-LIKE 4 uma via
dependente de MyD88 e outra independente de MyD88. Uma segunda proteina
adaptadora a ser descrita foi a Mal, trabalhos utilizando camundongos
geneticamente modificados para Mal demonstraram que esta molécula trabalha em
conjunto com a molécula MyD88 (PALSSON-MCDERMOTT et al., 2004). Existem
demonstragdes de que esta via de sinalizagdo dependente de MyD esta relacionada
com a ativacao de NF-kB, producao de citocinas pro-inflamatérias e resposta Th1.
Neste sentido, Sacre e colaboradores demonstraram que em culturas de tecido
sinovial de pacientes com artrite tanto a molécula MyD88 quanto a molécula
MAL/TIRAP estam envolvidas na producdo de citocinas e metaloproteinases.
(SACRE et al.,2007). Estes achados estdo de acordo com os achados do presente
estudo, uma vez que foi observada redugao na produgao de citocinas TNF-qa, IL-1B e
quimiocina KC no tecido articular de animais deficientes para a molécula MyD88 e
MAL/TIRAP.

E interessante salientar que no presente trabalho evidenciou-se que nos
animais deficientes para as moléculas MyD88 e MAL/TIRAP observou-se reducao da
resposta hipernociceptiva articular e da migracdo de neutrofilos para a cavidade
articular, sugerindo, portanto papel relevante destas moléculas nestes dois
fendmenos inflamatérios. E que, além disso, estas moléculas podem ter relevancia

no desenvolvimento de drogas, com efeito, analgésico e antiinflamatorio.

A molécula TRIF pertence a via de sinalizagdo independente de MyD88.
Importantes evidencias do papel de TRIF nas vias de sinalizagao para Toll-like 4 tem
sido feitas por Yamamoto e colaboradores, que utilizaram animais deficientes para a
molécula TRIF para mostrar o envolvimento do TRIF nas vias independentes de
MyD88 na resposta ao LPS. A via dependente de TRIF induz a expresséo de IFN-1
a qual é mediada através de TBK1 e IKKe (FITZGERALD et al.,, 2003;
TOSHCHAKOV et al., 2002). A porgao C-terminal do TRIF tem estado associada
com RIIP1 causando um atraso na ativagao do NF-kB (MEYLAN et al., 2004). Além
disso, TRIF foi demonstrado ativar NF-kB, embora menos potentemente que a
ativagdo por MyD88 e MAL/TIRAP. Por outro lado, TRIF € mais potente indutor de
IFN-B que MyD88 e MAL/TIRAP (PALSSON-MCDERMOTT et al., 2004). Além disso,
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existem demonstracdes que a inflamacéao induzida pela administracdo de cristais de
acido urico é dependente da participagao da molécula MyD88, mas é independente
da particiagdo da molécula TRIF (CHEN et al., 2006).

E importante ressaltar que a sinalizagdo via MyD88 é ativada antes que a
via de sinalizacdo TRIF (KAWAI et al., 2001). No presente trabalho, os resultados
demonstram que neste modelo de inflamagao articular a molécula TRIF ndo esta
participando da resposta hipernociceptiva articular e da migragdo neutrofilica
articular. De maneira complementar a concentragdo de citocinas detectados nos
animais deficientes para a molécula TRIF apresentou-se na mesma concentragao
das citocinas observadas nos animais selvagens. Os resultados sugerem, portanto,

que a molécula TRIF ndo participa da inflamagao articular induzida pelo LPS.
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Figura 31 - Efeito do MYD88 na resposta hipernociceptiva e na migragao
neutrofilica articular induzidas pelo LPS em camundongos

Camundongos deficientes para a molécula MYD88 (MYD88"') foram utilizados na avaliagdo da
hipernocicepgéo articular mecéanica e migragdo leucocitaria no modelo de inflamagéao articular
induzido por LPS (300ng/5uL/articulagéo). A hipernocicepgao articular foi avaliada nos tempos de 1-
5hs pelo teste de pressao crescente na pata (painel A) e migragéo leucocitaria para o tecido articular
avaliada no tempo de 5hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As barras
representam a média £ e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa
comparado com o grupo salina e # P<0,05 diferenca significativa entre LPS e os grupos (MYD88”')
(ANOVA one-way seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 32A — Curso temporal da producao de TNF-a apés injecao de LPS na
articulagdo de camundongos deficientes para as moléculas MYD88 e
MAL/TIRAP

Concentragdo de TNF-a nas articulagbes de camundongos que receberam administragdo intra-
articular de LPS (300ng/5ulL/articulagao) ou salina. No tempo de 5° horas apds a injecdo os animais
foram sacrificados e amostras de articulagdo foram extraidas para dosagem de TNF-a, a qual foi
determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferenga significativa comparado com o grupo controle
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Figura 32B — Curso temporal da produgao de IL-18 apéds injecao de LPS na
articulacdo de camundongos deficientes para as moléculas MYD88 e
MAL/TIRAP

Concentragao de IL-1 nas articulagbes de camundongos que receberam administragéo intra-articular
de LPS (300ng/5uL/articulagdo) ou salina. No tempo de 5 horas apds a inje¢cdo os animais foram
sacrificados e amostras de articulagdes foram extraidas para dosagem de IL-1B, a qual foi
determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferenga significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 32C - Curso temporal da producao de KC apés injegcdo de LPS na
articulagdo de camundongos deficientes para as moléculas MYD88 e
MAL/TIRAP

Concentragédo de KC nas articulagdes de camundongos que receberam administragéo intra-articular
de LPS (300ng/5uL/articulagdo) ou salina. No tempo de 5 horas apds a injegdo os animais foram
sacrificados e amostras de articulacdo foram extraidas para dosagem de KC, a qual foi determinada
por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenca
significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 33 — Efeito do TRIF na resposta hipernociceptiva e na migragao
neutrofilica articular induzidas pelo LPS em camundongos

Camundongos deficientes para a molécula TRIF (TRIF™ foram utilizados na avaliagdo da
hipernocicepgdo articular mecanica e migragdo leucocitaria no modelo de inflamagéo articular
induzido por LPS (300ng/5uL/articulagédo). A hipernocicepgao articular foi avaliada nos tempos de 1-
5hs pelo teste de pressao crescente na pata (painel A) e migragao leucocitaria para o tecido articular
avaliada no tempo de 5hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As barras
representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa
comparado com o grupo salina (ANOVA one-way seguido do teste de comparagbes multiplas de
Bonferroni).
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Figura 34A — Curso temporal da producao de TNF-a apés injecao de LPS na
articulagao de camundongos deficientes para a molécula TRIF

Concentragdo de TNF-a nas articulagbes de camundongos que receberam administragdo intra-
articular de LPS (300ng/5uL/articulagdo) ou salina. No tempo de 5 horas apds a injegdo os animais
foram sacrificados e amostras de articulagdes foram extraidas para dosagem deTNF-a, a qual foi
determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferencga significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 35B — Curso temporal da producao de IL-18 apds injecao de LPS na
articulagao de camundongos deficientes para a molécula TRIF

Concentragédo de IL-1f3 nas articulagdes de camundongos que receberam administragao intra-articular
de LPS (300ng/5uL/articulagdo) ou salina. No tempo de 5 horas apds a inje¢cdo os animais foram
sacrificados e amostras de articulagdes foram extraidas para dosagem de IL-1B3, a qual foi
determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferenga significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 34C - Curso temporal da produgcao de KC apéds injecao de LPS na
articulagao de camundongos deficientes para a molécula TRIF

Concentragédo de KC nas articulagdes de camundongos que receberam administragéo intra-articular
de LPS (300ng/5uL/articulagdo) ou salina. No tempo 5 horas apds a injegdo os animais foram
sacrificados e amostras de articulagdo foram extraidas para dosagem de KC, a qual foi determinada
por ELISA. As barras representam a média £ e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga
significativa comparado com o grupo controle.
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4.8 TNF-a induz hipernocicepgdo mecanica articular em camundongos:
Papel de quimiocinas CXCR1/2, IL-13, aminas simpaticas e prostaglandinas

Com o objetivo de se estabelecer uma relagdo hierarquica entre os
mediadores responsaveis pela génese da hipernocicepgao inflamatoria articular, os
préoximos passos foram investigar a hierarquia da sintese das citocinas TNF-a, IL-13
quimiocina KC nos efeitos hipernociceptivos articulares. Para tal, foram
estabelecidos doses e tempos respostas de hipernocicepgao articular para cada uma

das citocinas e quimiocinas que participa do efeito hipernociceptivo articular.

Desta forma, a injecdo intra-articular de TNF-a induziu resposta
hipernociceptiva mecanica articular de maneira dose (1 - 1000 pg) e tempo (1 — 24 h)
dependentes (Figura 35 A). A resposta hipernociceptiva articular maxima foi
observada com a dose de 100 pg de TNF-a. A resposta hipernociceptiva articular foi
significante da 1 h até a 5 h apds a injec¢ao intra-articular de TNF-a, a qual retornou

aos niveis normais em 24 h (Figura 35).

Para avaliar a participagdo de prostaglandinas e aminas simpaticas foram
realizados o pré-tratamento com indometacina (inibidor da ciclooxigenase) e
guanetidina (depletor periférico de aminas simpaticas) e associagéo de indometacina
e guanetidina. A hipernocicepcao articular induzida pelo TNF-a foi parcialmente
inibida pelo pré-tratamento sistémico com indometacina (51%) e guanetidina (48%),
sendo efetivamente inibida pela associagdo de indometacina e guanetidina
(84%)(Figura 36).

Além disso, foi avaliada a participacdo da citocina IL-1B. Para tal, foi
utilizada como ferramenta farmacologica IL1Ra (antagonista do receptor de IL-1).
Também foi avaliada a participagdo das quimiocinas CXCR1/2, com este intuito foi
utiizado DF2162 (antagonista CXCR1/2). Foi observada que a resposta
hipernociceptiva articular induzida pelo TNF-a na 5 h foi parcialmente inibida pelo
pré-tratamento sistémico dos animais com IL-1Ra (33,5%) e DF2162 (40,5%) (Figura
37).

Os resultados sugerem a participagdo de prostandides, aminas simpaticas,
IL-18 e quimiocinas CXCR1/2 na resposta hipernociceptiva articular induzida pela

administracao intra-articular de TNF-a.
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Como o pré-tratamento dos animais com IL-1Ra e DF2162 causou uma
reducdo da resposta hipernociceptiva articular induzida pelo TNF-a. O proximo
passo foi avaliar se o TNF-a injetado intra-articularmente € capaz de induzir a
producdo de IL-1B e quimiocina KC. Para tal, foram avaliadas as concentracdes
articulares de IL-1B e quimiocina KC apds a injecdo intra-articular de TNF-a
(100pg/5uL/articulagdo) no tempo de 5 horas apds a injecdo. Pois este tempo
corresponde ao tempo de resposta hipernociceptiva articular maxima induzida pelo
TNF-a (Figura 38).

As concentracdes articulares de IL-1B e quimiocina KC forma avaliadas em
articulagbes de animais controle (salina) e grupo estudo (TNF-a
100pg/5uL/articulagdo). As concentragbes foram determinadas pelo ensaio de
ELISA. Os resultados demonstram um aumento significativo das concentragdes de
IL-1B e quimiocina KC apds administracdo intra-articular de TNF-a quando

comparados ao grupo controle (Figura 38A e B).

Ja esta bem estabelecido, tanto em ratos quanto em camundongos, que nas
respostas inflamatérias a liberacdo de mediadores hiperalgésicos é secundaria a
liberagao de citocinas (FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 1991; CUNHA et al.,
1992; CUNHA et al., 2005). Neste contexto, citocinas parecem constituir uma ligacao
entre lesdo celular e reconhecimento de agentes exdgenos e o desenvolvimento de
sinais e sintomas caracteristicos da inflamacéo local e sistémica, como migragéo
celular, edema, hiperalgesia, febre e liberagdo de proteinas de fase aguda. Assim, a
proxima hipétese testada foi de que também neste modelo de inflamacéao articular
em camundongos as citocinas medeiam a hipernocicepgéo articular mecanica
inflamatdria e que elas sdo as responsaveis pela liberacdo dos mediadores finais.
Dentre estas citocinas, destaca-se o TNF-a que € uma citocina liberada durante o
processo inflamatério, a qual apresenta um papel importante na hipernocicepgao
inflamatodria (CUNHA et al., 1992; WATKINS et al., 1995; CUNHA et al., 2005).
Muitos tipos de células, incluindo macréfagos, queratinécitos, fibroblastos e
neutrofilos produzem TNF-a. Além disso, mastdcitos ndo somente produzem esta
citocina, como podem armazena-la em seus granulos (CORSINI and GALLI, 1998;
FUJISAWA et al., 1997; DJEU et al., 1990).

Tanto o nosso grupo quanto outros tém demonstrado que o TNF-a

apresenta propriedades hipernociceptivas. A injegao intraplantar de TNF-a em ratos
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e em camundongos produz hipernocicepcdo mecanica. Esta resposta
hipernociceptiva tanto em ratos quanto em camundongos depende da sintese/
liberacdo de uma cascata de citocinas pro-inflamatérias que antecede a liberagao
dos mediadores finais: prostaglandinas e aminas simpaticas. Em camundongos,
Cunha e colaboradores em 2005 demonstraram que a cascata de citocinas na
resposta hiperncocieptiva plantar, inicia-se com o TNF-a, agindo no receptor TNFR1,
e KC, os quais estimulam a liberagado de IL-1B. Os mediadores finais desta cascata
sdo as prostaglandinas liberadas pela IL-13 e as aminas simpaticas liberadas pelo
KC. Estes resultados demonstram o conceito de que a liberacdo dos mediadores
finais da hipernocicepgao inflamatdria plantar em camundongos é precedida por uma
cascata de citocinas. No entanto, estes resultados foram demonstrados em modelo
de hipernocicepcao plantar. No presente trabalho esta se avaliando a presenca ou
nao de uma cascata de citocinas em um modelo de hipernocicepgdo mecanica

articular.

Neste contexto, o efeito hiperalgésico do TNF-a em doengas articulares tem
sido bem demonstrado em modelos experimentais e em estudos clinicos. Neste
sentido, Tonussi e Ferreira demonstraram usando o teste de incapacitagao em ratos,
que o TNF-a esta envolvido na incapacitacdo articular induzida por carragenina.
Ademais, trabalhos tém correlacionado a producdo de TNF-a com a dor observada
no movimento mandibular em pacientes que apresentam dor articular
temporomandibular (NORDAHL, et al., 2000). De maneira complementar,
Alestergren e colaboradores (2006), demonstraram que o controle insuficiente de
TNF-a endoégeno parece contribuir diretamente para a dor temporomandibular e a
destruicao tecidual observada em pacientes com artrite reumatéide. Além do efeito
hiperalgésico do TNF- a demonstrado apés a administragdo desta citocina, esta
também pode apresentar um efeito indireto na sensibilizagdo do nociceptor devido a
estimular a producéo de outras citocinas, tais como IL-13, a qual tem demonstrada a
capacidade de induzir dor e hiperalgesia (WATKINS, et al., 1995; SAFIEH-
GARABEDIAN et al., 1995; KOPP, 1998; ALSTERGREN et al., 1998).

Existem dados na literatura que a inibicdo da atividade do TNF-a suprime a
producao de IL-1 e IL-6 em pacientes com artrite inflamatoria crénica (BRENNAN et
al, 1989; WILLIAMS et al., 1992; FELDMANN et al., 1996). Além disso, existem

varias evidéncias que sugerem a importancia do TNF-a na fisiopatologia das
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doencgas articulares inflamatérias. A citocina TNF-a tem sido identificada na
membrana sinovial e especialmente na jungdo pannus-cartilagem de pacientes com
artrite reumatoide (CHU et al, 1991). De maneira complementar, tem sido
demonstrado que a dor observada na articulacdo temporomandibular esta
relacionada com os niveis de TNF-a no fluido sinovial (NORDAHL et al., 2000). Além
disso, tém demonstracbes de que TNF-a seja espontaneamente produzido em
cultura de células sinovias de pacientes com artrite reumatoide (BRENNAN et al.,
1991).

Ademais, TNF-a induz a reabsor¢ao da cartilagem e osso e inibe a sintese
de proteoglicanos e colageno na cartiigem (BERTOLINI et al., 1986; SAKLATVALA,
1986; REGINATO et al., 1991). Além disso, a referida citocina induz a liberagéo de
prostaglandina E2 e colagenase por células sinoviais (DAYER et al.,, 1985). Este
dado esta de acordo com os achados no presente trabalho, pois se observou que os
animais que receberam injecao intra-articular de TNF-a e pré-tratamento com
indometacina (inibidor da ciclooxigenase) apresentaram significativa redugdo da
resposta hipernociceptiva articular. Sugerindo, portanto, a participagdo de
prostaglandinas neste processo. E importante ressaltar que o pré-tratamento dos
animais com guanetidina também apresentou redugdo da resposta hipernociceptiva
articular induzida pelo TNF-a. Ainda, associagcdo desta droga com indometacina
aumentou o efeito analgésico observado sobre a hipernocicep¢ao articular induzida
pelo TNF-a, sugerindo, portanto, a participacdo de aminas simpaticas e de
prostandides nesta resposta hipernociceptiva articular. Ja esta bem estabelicido que

os prostanoides e aminas simpaticas causam sensibilizagdo do nociceptor.

No entanto, a liberacdo destes mediadores € precedida pela liberacdo de
citocinas. No modelo de hipernocicepgao plantar em camundongos foi demonstrado
que o TNF-a causa resposta hipernociceptiva e que esta resposta ¢ dependente da
participacdo de prostaglandinas (CUNHA et al., 2005). O que difere do presente
modelo, pois neste, o TNF-a induz participagédo tanto de prostaglandinas quanto de
aminas simpaticas. Uma possivel explicagao para este fato € que o TNF-a estaria

liberando quimiocina KC que estaria atuando via aminas simpaticas.

Dados da literatura tém demonstrado tanto em modelos de hiperalgesia
quanto em modelos de artrite que o TNF-a induz a producédo de outras citocinas

como IL-1B e IL-8 (correspondente a KC em camundongos) (WIILIAMS et al., 1992;
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OGURA et al., 2005; CUNHA et al., 2005). Dados obtidos no presente trabalho,
demonstraram redugdo na resposta hipernociceptiva articular induzida pela
administracao intra-articular de TNF-a quando os animais receberam pré-tratamento
com IL-1Ra e DF 2162. Além disso, foi confirmada com a técnica de ELISA que a
administracao intra-articular de TNF-a induziu a producéo de IL-1B e quimiocina KC
na articulacao tibio-tarsal de camundongos. Os resultados obtidos demonstram a
participagéo da citocina IL-1 e quimiocina KC na resposta hipernociceptiva articular

induzida por TNF-a injetado na articulagao tibio-tarsal de camundongos.

Finalizando, existem varias evidencias que demonstram que o TNF-a seja
um eficiente alvo terapeutico para o controle das dores inflamatdrias. Nesse sentido
varias drogas tém sido desenvolvidas para o tratamento de doencgas inflamatorias
como a artrite. Dentre estas drogas pode-se incluir o inflixamat (anticorpo anti-TNF-
a), etanercept (receptor p75 do TNF-a/proteina de fusdo imunoglobulina G) e
recentemente adalimumab (anticorpo monoclonal anti-TNF-a). Todas estas terapias
anti-TNF-a tem mostrado serem efetivas no tratamento de diferentes doencas que
sdo geralmente associadas com dor (MURRAY & DAHL, 1997; WEINBLATT et al.,
1999; HARAOUI, 2005).
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Figura 35 — Hipernocicepc¢ao inflamatéria mecéanica articular induzida por TNF-
o em camundongos

Curvas dose e tempo resposta de hipernocciepg¢ao articular induzida pela injegéo intra-articular de
TNF-a (1, 10, 100, 1000pg/articulagéo) ou salina (controle). A hipernocicepgao articular foi avaliada
nos tempos de 1-24 hs pelo teste de pressao crescente na pata (painel A). Os resultados sao
expressos pela média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenca significativa
comparado com o grupo salina (ANOVA one-way seguido do teste de comparagdes mudltiplas de
Bonferroni).
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Figura 36 — Participagcdo de prostandides e aminas simpaticas na resposta
hipernociceptiva articular induzida por TNF-a em camundongos

Os animais foram pré-tratados com indometacina (indo-5mg/kg, i.p., 40 minutos), guanetidina (GNT-
30mg/kg, s.c. 30 minutos) e indo + GNT (5mg/kg, i.p., 40 minutos, 30mg/kg, s.c. 30 minutos,
respectivamente) antes da administragdo de TNF-a (100pg/5uL/articulagéo). A hipernocicepgao
articular foi avaliada nos tempos de 1-5 hs pelo teste de pressado crescente na pata. Os resultados
sd0 expressos pela média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenca significativa
comparado com o grupo salina e # P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo TNF-
a (ANOVA one-way seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 37 - Participagdao de IL-1B e quimiocina KC na resposta

hipernociceptiva articular induzida por TNF-a em camundongos

Os animais foram pré-tratados com IL1Ra (30mg/kg, i.v. 15 minutos), DF2162 (15mg/kg, v.0.60
minutos) antes da administracdo de TNF-a (100pg/5uL/articulagdo). A hipernocicepgao articular foi
avaliada nos tempos de 1-5 hs pelo teste de presséo crescente na pata. Os resultados sdo expressos
pela média = e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o
grupo salina e # P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo TNF-a (ANOVA one-
way seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 38A - Efeito da administragao i.art. de TNF-a sobre a produgao de IL-13
na articulagao de camundongos

Concentragdo de IL-1B nas articulagbes de camundongos injetadas com TNF-a
(100pg/5ul/articulagéo), salina ou articulagdes controle (contra-lateral). Na 5° hora apds a injecao os
animais foram sacrificados e amostras de articulagéo foram extraidas para dosagem de IL-1B3, a qual
foi determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferenga significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 38B - Efeito da administracao i.art. de TNF-a sobre a producao de
quimiocina KC na articulagao de camundongos

Concentragdo de KC nas articulagbes de camundongos injetadas com TNF-a
(100pg/5uL/articulagéo), salina ou articulagdes controle (contra-lateral). Na 5° hora apds a injegédo os
animais foram sacrificados e amostras de articulagao foram extraidas para dosagem de KC, a qual foi
determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferencga significativa comparado com o grupo controle.
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49 A quimiocina KC induz hipernocicepgao mecanica articular em
camundongos: papel de TNFR1, IL-1B, prostaglandinas e aminas simpaticas

A injecéo intra-articular da quimiocina KC induziu hipernocicepgdo mecanica
articular de maneira dose (1-100ng) e tempo (1-5) dependentes (Figura 39). A
hipernocicepgao articular maxima foi observada com a dose de 100ng de KC e a
resposta alcangou um plateau entre a 3% e a 52 hora ap6ds a injecéo, retornando aos

niveis normais 24 horas apoés a injegao da mesma.

A hipernocicepg¢ao articular induzida pela quimiocina KC (100ng) foi inibida
pelo pré-tratamento com indometacina (50%) e guanetidina (58%), ao passo que
com a co-administracdo de indometacina e guanetidina observou-se inibicdo efetiva
(82%) (Figura 40). Ademais, a resposta hipernociceptiva articular foi parcialmente
inibida pelo pré-tratamento sistémico com IL-1Ra (54%) e nos animais TNFR1-/-
(44%) (Figura 41).

Estes resultados sugerem que prostaglandinas, aminas simpaticas, IL-1B e
TNF-a estdo participando da resposta hipernociceptiva mecanica articular induzido

pelo KC em camundongos.

Como o pré-tratamento dos animais com IL-1Ra e a utilizagdo de animais
geneticamente modificados para o receptor p55 (TNFR1) do TNF-a apresentaram
uma redugao da resposta hipernociceptiva mecanica articular induzida pelo KC. O
proximo passo foi avaliar se a KC injetada intra-articularmente é capaz de induzir a
producao de IL-1B e TNF-a. Para tal, foram avaliadas as concentracdes articulares
de IL-18 e TNF-a apds a injegao intra-articular de KC (100ng/5uL/articulagéo) no
tempo de 5 horas apds a injecdo. Pois este tempo corresponde ao tempo de

resposta hipernociceptiva articular maxima induzida pelo KC (Figura 39).

As concentragdoes articulares de IL-1B e TNF-a foram avaliadas em
articulagdes de animais controle (salina) e grupo estudo (KC 100ng/5uL/articulagao).
As concentragbes foram determinadas pelo ensaio de ELISA. Os resultados
demonstram um aumento significativo das concentragcées de IL-13 e TNF-a apos
administracao intra-articular de KC quando comparados ao grupo controle (Figura
42A e B).
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Muitas quimiocinas apresentam um papel importante nas doengas
inflamatdrias, por induzir sintese de integrinas, quimiotaxia e angiogénese. Além de
modularem a migragcdo leucocitaria diretamente, estas podem estimular
determinadas células a liberarem citocinas pré-inflamatoérias e também
metaloproteinases (MACKAY, 2001). Andlise do tecido e fluido sinovial e sangue
periférico de pacientes com artrite reumatdide revelaram abundante expressao de
quimiocinas e receptores para quimiocinas (HOSAKA et al., 1994; SZEKANECZ et
al., 2003). Dentre estas quimiocinas pode ser citado a IL-8 (correspondente a KC em
camundongos — BOZIC et al, 1994) que apresenta demonstragdes de causar intenso
infiltrado de neutrdéfilos na articulacéo e destruigdo da membrana sinovial (ENDO et
al., 1991).

Em camundongos o componente simpatico da hipernocicepgao inflamatdria
plantar também é estimulado pelas quimiocinas (CUNHA et al., 2005). Neste sentido,
Cunha e colaboradores (2005) demonstraram que na hipernocicep¢ao inflamatoria
plantar em camundongos a quimiocina KC age liberando IL-13, mas néo ¢é liberada
pelo TNF-a. Além disso, a resposta hipernociceptiva induzida pela quimiocina KC foi
inibida pelo pré-tratamento com indometacina, sugerindo, portanto, a participagdo do
componente prostaglandinico. No presente trabalho, também foi demonstrado que a
quimiocina KC medeia tanto o componente simpatico quanto o prostaglandinico.
Ademais, a quimiocina KC induz a producdo de IL-18 e TNF-a na articulagdo. De
maneira complementar, a resposta hipernociceptiva mecanica articular induzida pela
administracao intra-articular de KC foi inibida em animais pré-tratados com IL1Ra e
em animais geneticamente modificados para o receptor TNFR1 do TNF-a. Estes

resultados sugerem um papel de retroalimentagao neste modelo.

Dados da literatura demonstram que a injegao intra-articular de IL-8 estimula
a indugao de IL-1 (MATSUKAWA et al., 1995). De maneira complementar a injecéao
de IL-8 intra-articular produziu resposta hipernociceptiva que é previnida por IL1Ra
(DAVIS & PERKINS, 1994). Este dado esta de acordo com os dados obtidos no
presente trabalho. Um intrigante resultado foi de que a resposta hipernociceptiva
induzida pelo KC estava reduzida nos animais geneticamente modificados para o
receptor TNFR1 do TNF-a. Podolin e colaboradores (2002) demonstraram que o

antagonista de receptores CXCR2 apresentou redugédo da concentracdo de TNF-a
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no fluido sinovial em um modelo de artrite induzido pela IL-8 em coelhos. Esta
inducédo da expressao de TNF-a por IL-8 pode ser mediada por LTB4, uma vez que
IL-8 induz a produgdo de LTBs (FOGH et al., 1992), sendo que o LTB4 induz a
producdo de TNF-a (CANETTI et al.,2001). Esta cascata poderia explicar os
resultados obtidos no presente trabalho, uma vez que neste modelo de inflamacao
articular ja foi demonstrada a participacao de LTB4 (GUERRERO et al., 2008). Outra
explicagéo seria que a IL-8 induz a ativagao do fator NF-kB, este fator de transcricéo
por sua vez media a expressao génica de TNF-a (YE et al., 1995; COLLART et al.,
1990).

Os resultados em conjunto demonstram que ocorre uma liberagdo de
citocinas de maneira retro-alimentativa ou uma inter-regulacdo destas citocinas

neste modelo de inflamacgao articular.
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Figura 39 — Hipernocicepg¢ao inflamatéria mecanica articular induzida por KC
em camundongos

Curvas dose e tempo resposta de hipernocciepgao articular induzida pela injegao intra-articular de KC
(1, 10, 100ng/articulagao) ou salina (controle). A hipernocicepgéao articular foi avaliada nos tempos de
1-24 hs pelo teste de pressao crescente na pata (painel A). Os resultados s&o expressos pela média
+ e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo salina
(ANOVA one-way seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 40 — Participagdao de prostandides e aminas simpaticas na resposta
hipernociceptiva articular induzida por KC em camundongos

Os animais foram pré-tratados com indometacina (indo-5mg/kg, i.p., 40 minutos), guanetidina (GNT-
30mg/kg, s.c. 30 minutos) e indo + GNT (5mg/kg, i.p., 40 minutos, 30mg/kg, s.c. 30 minutos,
respectivamente) antes da administragdo de KC (100ng/5uL/articulagdo). A hipernocicepgao articular
foi avaliada nos tempos de 1-5 hs pelo teste de pressao crescente na pata. Os resultados sao
expressos pela média £ e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa
comparado com o grupo salina e # P<0,05 indica diferencga significativa comparado com o grupo KC
(ANOVA one-way seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 41 - Participacao de IL-1B8 e TNFR1 na resposta hipernociceptiva
articular induzida por KC em camundongos

Os animais foram pré-tratados com IL1Ra (30mg/kg, i.v. 15 minutos) ou camundongos TNFR1(-/-)
receberam injecao i.art. de KC (100ng/5uL/articulacédo). A hipernocicepgao articular foi avaliada nos
tempos de 1-5 hs pelo teste de pressdo crescente na pata. Os resultados sdo expressos pela média +
e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo salina e
# P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo KC (ANOVA one-way seguido do teste
de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 42A - Efeito da administragao i.art. de KC sobre a produgéao de IL-18 na
articulagcao de camundongos

Concentracéo de IL-1f nas articulagbes de camundongos injetadas com KC (100ng/5puL/articulagéo),
salina ou articulagdes controle (contra-lateral). Na 5 hora apés a injegdo os animais foram sacrificados
e amostras de articulagao foram extraidas para dosagem de IL-1B, a qual foi determinada por ELISA.
As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenca significativa
comparado com o grupo controle.



Resultados e Discussdo 129

B
150- *
]
s
O
s
3 100+
t
©
2
§ 50_
LL
z
=
0
Salina CL KC 100ng

Figura 42B - Efeito da administragao i.art. de KC sobre a produgao de TNF-a
na articulagdao de camundongos

Concentragdo de TNF-a nas articulagbes de camundongos injetadas com KC
(100ng/5uL/articulagéo), salina ou articulagbes controle (contra-lateral). Na 5 hora apds a injegédo os
animais foram sacrificados e amostras de articulagdo foram extraidas para dosagem de TNF-q, a qual
foi determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferencga significativa comparado com o grupo controle.



Resultados e Discussdo 130

410 IL-1B induz hipernocicep¢ao mecanica articular em camundongos: Papel
de TNF-a, KC, prostaglandinas e aminas simpaticas

No presente estudo a injecdo intra-articular de IL-1B induziu
hipernocicep¢do mecanica articular de maneira dose (100pg-1-5ng) e tempo (1-5)
dependentes (Figura 43). A resposta hipernociceptiva mecanica articular maxima foi
observada com a dose de 5ng de IL-13 e a resposta alcangou um plateau entre a 32
e a 52 hora apos a injecdo, retornando aos niveis normais 24 horas apos a injegéo

da mesma.

A hipernocicepgdo articular induzida pela citocina IL-18 (5ng) foi
parcialmente inibida pelo pré-tratamento com indometacina (60 %) e guanetidina
(56.%) sendo que foi evidenciada inibicdo efetiva com a co-administragdo de
indometacina e guanetidina (91%) (Figura 44). Ademais, a resposta hipernociceptiva
articular foi efetivamente inibida pelo pré-tratamento sistémico com DF2162 (78%) e

parcialmente inibida nos animais TNFR1-/- (54%) (Figura 45).

Estes resultados sugerem que prostaglandinas, aminas simpaticas, KC e
TNF-a estdo participando da resposta hipernociceptiva mecanica articular induzida

pela IL-18 em camundongos.

Como o pré-tratamento dos animais com DF2162 e a utilizacdo de animais
geneticamente modificados para o receptor P55 (TNFR1) do TNF-a apresentaram
uma redugao da resposta hipernociceptiva mecanica articular induzida pela IL-13. O
préximo passo foi avaliar se a citocina IL-1B injetada intra-articularmente é capaz de
induzir a producdo de KC e TNF-a. Para tal, foram avaliadas as concentragcbes
articulares de KC e TNF-a apdés a injegcdo intra-articular de IL-13
(5ng/5uL/articulagdo) no tempo de 5 horas apos a injegcdo. Pois este tempo
corresponde ao tempo de resposta hipernociceptiva articular maxima induzida pela
IL-18 (Figura 43).

As concentragoes articulares de KC e TNF-a foram avaliadas em
articulagdes de animais controle (salina) e grupo estudo (IL-1B 5ng/5uL/articulagéo).

As concentragdes foram determinadas pelo ensaio de ELISA. Os resultados
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demonstram um aumento significativo das concentragdes de KC e TNF-a quando

comparados ao grupo controle (Figura 46 Ae B ).

A IL-18 é o prototipo das citocinas inflamatérias plurifuncionais, € um
polipeptideo produzido por uma variedade de células, incluindo macrofagos,
fibroblastos, queratinécitos, mastécitos, células da glia e neurbénios (BIANCHI et al.,
1998). A expressado de aproximadamente 90 genes pode ser afetada pela IL-1, e
estes incluem genes para outras citocinas, proteinas de fase aguda, fatores de
crescimento, enzimas envolvidas no remodelamento tecidual, componentes da
matriz extracelular e moléculas de adessao (O'NEILL, GREENE, 1998). A citocina
IL-18 € encontrada em altos niveis no fluido sinovial de pacientes com artrite
reumatdide. Esta citocina liberada nas articulagdes inflamadas pode alterar o
processo normal de turnover da cartilagem. Pois tal citocina pode estimular os
sinovidcitos e os condrdcitos a liberarem metalopreoteinases e outras proteinases
que resultam na degradacao da cartilagem. A IL-13 também pode ativar osteoclastos
conduzindo a erosdo do osso subcondral (FLESCHER et al., 1990). Além disso, os
niveis de IL-18 no fluido sinovial tém sido correlacionados com dor e hiperalgesia em
pacientes com artrose da articulagdo temporomandibular (ALSTERGREN et al.,
1998).

A primeira demonstragdo do efeito hipernociceptivo da IL-1 foi evidenciada
por nosso grupo (FERREIRA et al., 1988) e desde entdo, seu envolvimento na
hipernocicepgao inflamatéria tem sido descrito por diferentes autores (OKA et al.,
1993, SUNG, 2004). Ferreira (1988), demonstrou que administracdo de um anticorpo
contra IL-1B ede antagonistas de IL-1R1, IL-1Ra ou K(D)PT, um tripeptideo
desenvolvido a partir da sequéncia de aminoacidos da IL-1B, foi capaz de inibir a
hipernocicep¢gdo mecanica induzida pela Cg ou LPS (FERREIRA et al.,, 1988;
CUNHA et al., 1992; CUNHA et al., 2000). Recentemente nosso grupo também
demonstrou que IL-13 é capaz de induzir hipernocicepg¢ao plantar mecanica dose e

tempo dependente em camundongos (CUNHA et al., 2005).

Levando-se em consideracdo os resultados acima mencionados, foi
investigada a participagcdo de IL-1B na hipernocicepgao articular mecanica em
camundongos. A importancia da citocina IL-18 na fisiopatologia da artrite foi

demonstrada uma vez que a injecédo de IL-1 na articulagdo de coelhos causou
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severa artrite (PETTIPHER et al., 1986). Por outro lado, a injegao de anticorpo anti
IL-1 e IL-1Ra apresentou melhora no curso da doenca (VAN DEN BERG et al., 1994;
JOOSTEN et al., 1996; MAKAROV et al., 1996). A injecao intra-articular de IL-1
causou resposta hipernociceptiva articular dose tempo dependente que foi
parcialmente inibida pelo pré-tratamento sistémico com indometacina, guanetidina e
associacao destas. Estes achados estdo de acordo com prévios dados da literatura
que demonstram que a IL-1 estimula condrécitos e sinovidcitos a liberarem
prostaglandina E2 (DAYER et al., 1986). Isto pode explicar o achado no presente
trabalho de que o tratamento com indometacina reduziu a resposta hipernociceptiva
articular induzida pela administracao intra-articular de IL-1B3. Sugerindo, portanto, a
participacdo de prostaglandinas na resposta hipernociceptiva articular induzida pela
IL-1PB.

Além disso, no presente trabalho foi demonstrado que animais injetados
intra-articularmente com IL-1B apresentaram redugao da resposta hipernociceptiva
articular quando foram pré-tratados com DF2162 (antagonista CXCR1 e CXCR2).
Ademais, IL-1B injetada intra-articularmente nos animais geneticamente modificado
para o receptor TNFR1 do TNF-a apresentaram também reducdao da resposta
hipernociceptiva articular induzida pela IL-18 quando comparados com 0s animais
selvagens. Estes resultados sugerem a participacdo de TNF-a agindo em receptores

TNFR1 e quimiocina KC na resposta hipernociceptiva articular induzida pela IL1(.

Diferentemente do que acontece na resposta hipernociceptiva plantar em
camundongos em que IL-18 ndo apresentou redugao da resposta hipernociceptiva
plantar em animais pré-tratados com anticorpo anti KC ou em animais deficientes
para o receptor TNFR1 do TNF-a, demonstrando que neste modelo a IL-1B é

liberada apds TNF-a e KC, indicando a liberagao seguencial destas citocinas.

No entanto, no presente modelo de inflamacéao intra-articular foi observado
que a resposta hipernociceptiva articular induzida pela IL-1B € inibida pelo pré-
tratamento com DF2162 e em animais deficientes do receptor TNFR1, sugerindo,
portanto, que neste modelo estas citocinas estdo agindo de maneira retro-
alimentativa. Corroborando a estes achados, no presente trabalho foi demonstrado

que a injegao intra-articular de IL-1 induziu a produc¢ao de TNF-a e quimiocina KC.
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Dados da literatura demonstram que a citocina IL-1B estimula a producgéo de
IL-8 (correspondente a KC em camundongos) através de um aumento na expressao
de genes da IL-8 em células sinoviais, o0 qual parece estar associado ao aumento do
infiltrado inflamatério na membrana sinovial de pacientes com desordem
temporomandibular (TOBE et al., 2002). Além disso, o efeito da IL-1p na produgéo
de outras citocinas inflamatdérias também foi demonstrado. Neste sentido, Aida
(2006) demonstrou que condrdécitos estimulados por IL-13 apresentaram aumenta da
expressao de receptores para IL-8 e TNF-a. Além disso, foi demonstrado que a
adicado de IL-1Ra reduziu a expressao de IL-8 e TNF-a, sugerindo, portanto, que a

IL-18 pode interferir na producéo de outras citocinas inflamatodrias pelos condrdcitos.

Portanto, TNF-a, IL-1B e KC constituem uma ligacdo entre os estimulos
inflamatdrios (zimosan e LPS) e a liberagdo de prostaglandinas e aminas simpaticas,
as quais sensibilizam diretamente o nociceptor. Além disso, parece que estas
citocinas medeiam a hipernocicep¢ao inflamatéria articular mecénica em
camundongos agindo retro-alimentativamente ou que exista uma inter-regulacao

destas citocinas.
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Figura 43 — Hipernocicepgao inflamatéria mecanica articular induzida por IL-1
em camundongos

Curvas dose e tempo resposta de hipernocciepg¢ao articular induzida pela injegéo intra-articular de IL-
18 (100, 1000, 5000pg/articulagéo) ou salina (controle). A hipernocicepcao articular foi avaliada nos
tempos de 1-24 hs pelo teste de pressao crescente na pata (painel A). Os resultados sao expressos
pela média = e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o
grupo salina (ANOVA one-way seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 44 — Participagdo de prostandides e aminas simpaticas na resposta
hipernociceptiva articular induzida por IL-18 em camundongos

Os animais foram pré-tratados com indometacina (indo-5mg/kg, i.p., 40 minutos), guanetidina (GNT-
30mg/kg, s.c. 30 minutos) e indo + GNT (5mg/kg, i.p., 40 minutos, 30mg/kg, s.c. 30 minutos,
respectivamente) antes da administragdo de IL-18 (5000pg/5uL/articulagdo). A hipernocicepgao
articular foi avaliada nos tempos de 1-5 hs pelo teste de pressao crescente na pata. Os resultados
sd0 expressos pela média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa
comparado com o grupo salina e # P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo KC
(ANOVA one-way seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 45 — Participagao de KC e TNFR1 na resposta hipernociceptiva articular
induzida por IL-18 em camundongos

Os animais foram pré-tratados com DF2162 (15mg/kg, v.0.60 minutos) ou camundongos TNFR1(-/-)
receberam injecao i.art. de IL-1B8 (5000pg/5uL/articulagdo). A hipernocicepgao articular foi avaliada
nos tempos de 1-5 hs pelo teste de presséo crescente na pata. Os resultados sdo expressos pela
média = e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenca significativa comparado com o grupo
salina e # P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo IL-1 (ANOVA one-way
seguido do teste de comparag¢des multiplas de Bonferroni).
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Figura 46A — Efeito da administragao i.art. de IL-1p sobre a produ¢ao de TNF-a
na articulagdo de camundongos

Concentragdo de TNF-a nas articulagbes de camundongos injetadas com IL-1B
(5000pg/5uL/articulagéo), salina ou articulagdes controle (contra-lateral). Na 5 hora apés a injegédo os
animais foram sacrificados e amostras de articulagdo foram extraidas para dosagem de TNF-q, a qual
foi determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferencga significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 46B — Efeito da administracao i.art. de IL-1B sobre a produgao de IL-1
na articulagdao de camundongos

Concentragdo de KC nas articulagbes de camundongos injetadas com IL-1B
(5000pg/5uL/articulagéo), salina ou articulagdes controle (contra-lateral). Na 5 hora apés a injegédo os
animais foram sacrificados e amostras de articulagao foram extraidas para dosagem de KC, a qual foi
determinada por ELISA. As barras representam a média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05
indica diferencga significativa comparado com o grupo controle.
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411 A administragao intra-articular de TNF-a, IL-1B8 e KC induz migragao
neutrofilica articular e hipernocicep¢ao mecanica articular que sao inibidas

pela fucoidina

Com o objetivo de se avaliar a participacdo da migragcdo de neutréfilos
articular induzida pela administragao intra-articular de TNF-qa, IL-18 e KC utilizou-se
o meétodo colorimétrico cinético para determinar a atividade da mieloperoxidase
(MPO) (BRADLEY et al., 1982). A mieloperoxidase € uma enzima presente nos
granulos primarios dos neutréfilos, eosindfilos, mondcitos e macrofagos
(BORREGAARD & COWLAND, 1997).

Pelo ensaio da mieloperoxidase (MPO) foi observado que o numero de
neutréfilos que migrou para o tecido articular no periodo de 5 horas apés a injegao
intra-articular de TNF-a (100pg/5uL), IL-18 (5pg/5uL) e KC (30ng/5uL) foi
significativamente diferente quando comparado ao grupo controle (salina) e
articulagado contra-lateral (Figura 47). Portanto, TNF-a, IL-1B e KC causaram

aumento da migragéo de neutrdéfilos para o tecido articular.

O préoximo passo foi avaliar a relacdo entre hipernocicepgao articular e
migragdo leucocitaria articular induzidas pelas citocinas e quimiocina acima
mencionadas. Para tal, foi realizado o pré-tratamento com fucoidina uma droga que
se liga a L-selectina inibindo o rolamento de neutrofilos (NASU et al.,, 1997)
(20mg/kg,i.v.) 15 minutos antes da administrac&o intra-articular de TNF-a, IL-13 e
KC (injetadas separadamente). Os animais que receberam injecao intra-articular de
quimiocina KC (100ng/5ul/articulacdo) e foram pré-tratados com fucoidina
apresentaram tanto redugéo da resposta hipernociceptiva articular na 5% hora (82%),
(Figura 48A), quanto reducdo da migrac&o neutrofilica articular também na 5% hora
(62%) (Figura 48A). Também foi observada reducédo da resposta hipernociceptiva
articular (70%) (Figura 49A) e da migracdo de neutrofilos (60%) (Figura 49B)
induzidas pela citocina TNF-a (100pg/5ul/articulagdo) apos tratamento com
fucoidina. De maneira complementar a inje¢cao intra-articular da citocina IL-1j3
(5pg/5uL/articulagao) induziu resposta hiperncocieptiva articular que foi inibida pelo
pré-tratamento com fucoidina (63%) (Figura 50A) e redugdo da migracao neutrofilica
articular (68%) (Figura 50B).

Os dados demonstram que a inibicdo da resposta hipernociceptiva

mecanica articular € acompanhada da redugdo da migracdo de neutréfilos para o
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tecido articular induzidas pela injecao intra-articular das citocinas TNF-a e IL-B e
quimiocina KC. Portanto, os resultados sugerem que existe relacdo de dependéncia
entre a hipernocicepgdo mecanica articular e migracado de neutréfilos para o tecido

articular induzidas por tais citocinas e quimiocina.

Os neutrdfilos sdo as células mais abundantes nas articulacbes de
pacientes com artrite reumatodide ativa, estima-se que cerca de 90% das células
presentes no fluido sinovial correspondam a neutrdfilos (EDWARDS, et al., 1997).
Dados da literatura demonstram que os neutroéfilos parecem ter papel fundamental
nas manifestagcdes articulares da artrite. Neste sentido, neutrdfilos tém sido
identificados na juncao pannus-cartilagem tanto em modelos experimentais, como no
tecido sinovial de pacientes com artrite (KITSIS e WEISMANN, 1991;
WESSINGHAGE, 1978; MOHR et al., 1986).

Adicionalmente, estudos demonstraram que a participacdo dos
polimorfonucleares do fluido sinovial no dano da cartilagem deve-se, em parte, a
capacidade destas células de liberarem mediadores inflamatérios como citocinas
pré-inflamatorias, proteases, metaloproteases e espécies reativas do oxigénio e
nitrogénio, os quais contribuem para a lesdo tecidual observada na artrite
(BURKHARDT, et al., 1986; HARRIS, 1990; HAMPTON et al., 1998). Ainda, segundo
Mitani et al., (2001), a ocorréncia de processos de ativacdo, fagocitose e morte
celular de neutrdfilos in situ, acarretam o acumulo de produtos potencialmente

lesivos no fluido sinovial, os quais também contribuem para o dano a cartilagem.

Dados da literatura demonstram que a injegcdo intra-articular de IL-8
(correspondente a KC em camundongos) induziu intenso acumulo de neutrdéfilos na
articulagdo, demonstrando o papel quimioatraente desta quimiocina (MATSUKAWA
et al.,, 1995). Além disso, dados da literatura demonstram que TNF-a e IL-B s&o
capazes de induzirem o recrutamento de leucdcitos para o sitio inflamatorio
(WANKOWICZ et al., 1988).

Além disso, Levine e colaboradores (1984) demonstrou que a resposta
hipernociceptiva induzida por LTB, € abolida através da deplecdo de leucécitos
(LEVINE et al., 1984). Ademais, recentemente foi demonstrado pelo nosso grupo
que neste modelo de hipernocicepcao articular a resposta hipernociceptiva articular
produzida pelo LTB4 é também dependente de neutréfilos (GUERRERO et al., 2008).

Além do mais neste modelo parece existir relacdo de dependéncia entre resposta
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hipernociceptiva articular e migragcdo leucocitaria articular. Pois 0 pico
hipernociceptivo articular corresponde ao pico de migragao leucocitaria articular
(GUERRERO et al., 2006). Além disso, o pré-tratamento dos animais com fucoidina
inibe a resposta hipernociceptiva articular induzida por zimosan e também inibe a
migracgéao leucocitaria articular (GUERRERO et al, 2008).

De maneira complementar a estes resultados, foi demonstrado que a
fucoidina inibe a resposta hipernociceptiva mecanica plantar induzida pela
carragenina. Porém nao inibe a resposta hipernociceptiva plantar causada por PGE,
e dopamina, pois tal resposta ndo é dependente de neutrofilos. Também foi
demonstrado que a resposta hipernociceptiva mecanica plantar induzida por TNF-q,
IL-8 e CINC-1 ¢ inibida pela fucoidina, sugerindo, portanto que os neutréfilos estao
involvidos na produgao de mediadores hipernociceptivos de agéo direta (CUNHA et
al; 2008). Além disso, nosso grupo demonstrou que a resposta hipernociceptiva
plantar induzida pelo C5a é dependente de neutréfilos, pois a deplegao de
neutrofilos resultou em diminuigdo da resposta hipernociceptiva. Importante salientar
que no mesmo trabalho foi demonstrado que a resposta hipernociceptiva induzida
pelo C5a é independente da liberacdo de citocinas (TING et al.,, 2008). Estes

resultados confirmam o papel relavante dos neutrdéfilos na resposta hipernociceptiva.

Os dados da literatura sobre uma agao anti ou pré-nociceptiva dos
neutréfilos sdo controversos. Pois, Brack (2004) demonstrou que neutrdéfilos
produzem opidides. E que, portanto, estes neutréfilos contribuiriam para uma
resposta antinociceptiva. E provavel que estes neutréfilos apresentem uma agao pro-
nociceptiva uma vez que estes liberam mediadores inflamatérios que podem
propiciar uma resposta hipernociceptiva. Dados da literatura demonstram a
participacado de radicais livres na hipernocicepg¢ao inflamatéria (WANG et al., 2004).
Este dado ¢é interessante uma vez que a enzima mieloperoxidase, presente nos

neutroéfilos, produz radicais livres.

E sabido que TNF-a, IL1-B e quimiocina KC apresentam atividade
quimiotatica para neutrofilos. Portanto, estas substancias poderiam estar atraindo
neutréfilos para a articulagdo e estes por sua vez liberariam substancias que
potencializariam os efeitos hipernociceptivos destas. Recentemente, Cunha e Verri
(2006) discutiram sobre essa agdo anti-nociceptiva ou pré-nociceptiva dos

neutréfilos. Estes autores sugerem que o papel dos neutréfilos na génese da
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hipernocicepcéo € dependente do tipo e intensidade de estimulo e também dos

diferentes estagios da inflamagao.

Finalizando, no presente trabalho estes neutréfilos parecem apresentar um
papel pré-nociceptivo, pois a utilizagdo de fucoidina uma ferramenta farmacoldgica
que inibe o rolamento dos neutréfilos resultou em reducdo da resposta
hipernociceptiva induzida pelas citocinas TNF-a e IL-1B e quimiocina KC injetadas
intra-articularmente. Portanto, mediante estes resultados pode-se sugerir que o
bloqueio da migracdo de neutrofilos pode ser uma importante estratégia para o

desenvolvimento de novas drogas analgésicas.
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Figura 47 - Administragcdo i.art. de TNF-a, IL-1B8 e KC induz migragao
leucocitaria articular em camundongos

Efeito de TNF-q, IL-1B e KC (100pg, 5ng e 30ng/5ul/articulagdo, respectivamente) na migragao
leucocitaria articular. Na 5° hora apds a injecdo os animais foram sacrificados e amostras de
articulagado foram extraidas para dosagem da atividade da mieloperoxidase a qual foi determinada por
MPO. As barras representam a média = e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenca
significativa comparado com o grupo controle.
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Figura 48 — Efeito da fucoidina na resposta hipernociceptiva articular e na
migragao leucocitaria articular induzidas pelo KC em camundongos

Os animais foram pré-tratados com fucoidina (20mg/kg, i.v., 15 minutos) antes da administragcao de
KC (100ng/5uL/articulagéo). A hipernocicepcéo articular foi avaliada nos tempos de 0-5 hs pelo teste
de pressao crescente na pata (painel A) e migragdo leucocitaria para o tecido articular avaliada no
tempo de 5 hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As barras representam a
média * e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenca significativa comparado com o grupo
salina e # P<0,05 diferenga significativa entre KC e o grupo tratado (fucoidina) (ANOVA one-way
seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 49 - Efeito da fucoidina na resposta hipernociceptiva articular e na
migragao leucocitaria articular induzidas pelo TNF-a em camundongos

Os animais foram pré-tratados com fucoidina (20mg/kg, i.v., 15 minutos) antes da administragéo de
TNF-a (100pg/5ul/articulagdo). A hipernocicepgao articular foi avaliada nos tempos de 0-5 hs pelo
teste de pressao crescente na pata (painel A) e migragao leucocitaria para o tecido articular avaliada
no tempo de 5 hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As barras representam a
média + e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo
salina e # P<0,05 diferenga significativa entre TNF-a e o grupo tratado (fucoidina) (ANOVA one-way
seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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Figura 50 — Efeito da fucoidina na resposta hipernociceptiva articular e na
migracgao leucocitaria articular induzidas pela IL-18 em camundongos

Os animais foram pré-tratados com fucoidina (20mg/kg, i.v., 15 minutos) antes da administragéo de
IL-18 (5ng/5ul/articulagao). A hipernocicepgéo articular foi avaliada nos tempos de 0-5 hs pelo teste
de presséao crescente na pata (painel A) e migracéo leucocitaria para o tecido articular avaliada no
tempo de 5 hs pelo ensaio de atividade da mieloperoxidase (painel B). As barras representam a
média = e.p.m. de 5 animais por grupo. *P<0,05 indica diferenga significativa comparado com o grupo
salina e # P<0,05 diferenga significativa entre IL-18 e o grupo tratado (fucoidina) (ANOVA one-way
seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni).
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5 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo sdo compativeis com a hipotese que TNF-a,, IL-13
e quimiocina KC participam da resposta hipernociceptiva articular e da migracao
neutrofilica articular no modelo de inflamag&o articular induzido por agonista Toll-like
2 (zimosan) e Toll-like 4 (LPS). O agonista Toll-like 2 induz resposta hipernociceptiva
articular e migragao neutrofilica articular dependentes de receptores Toll-like 2 que
sinaliza via molécula MyD88. Ja o agonista Toll-like 4 induz resposta
hipernociceptiva articular e migragcdo de neutréfilos dependentes de receptores Toll-
like 4 que sinaliza via molécula MyD88 e MAL/TIRAP. Estes agonistas Toll-like
injetados intra-articular induzem a produgdo de TNF-q, IL-18 e quimiocina KC na
articulagao. A producao de TNF-a, IL-1B e quimiocina KC mediada pelo zimosan é
dependente apenas de MyD88. Enquanto a produc&o destas citocinas e quimiocina
pelo LPS é dependente tanto de MyD88 quanto de MAL/TIRAP e independente de
TRIF. Estas citocinas e quimiocinas injetadas intra-articularmente induzem resposta
hipernociceptiva articular que é mediada por prostandides e aminas simpaticas. Na
resposta hipernociceptiva articular TNF-a, IL-18 e quimiocina KC estdo agindo de
maneira retro-alimentativa. Além disso, os resultados demonstram uma relacédo de
dependéncia entre os fenbmenos de hipernocicepgado articular e migragcao de
neutréfilos para o teciso articular induzidas pela administracédo intra-articular das
citocinas e quimiocina acima mencionadas. Essas conclusdes estdao resumidas na
figura 51. Estes resultados sugerem novas perspectivas como a utilizagcdo de
antagonistas dos receptores do tipo Toll (2 e 4) para o controle da dor inflamatéria
articular ou mesmo da inibicdo dos mecanismos resultantes da ativagdo destes

receptores.
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Figura 51 — Diagrama representativo da inter-regulacao de citocinas que
medeia a resposta hipernociceptiva articular e a migragao neutrofilica articular
em camundongos neste modelo de inflamacgao articular

A figura mostra a inter-regulacdo dos mediadores inflamatérios iniciado pelo zimosan agindo via
molécula MyD88 e receptores Toll-like 2, ou LPS agindo vai moléculas MyD88, MAL/TIRAP e

receptores Toll-like 4 intermediado pelas citocinas, com a liberagao final de prostaglandinas (PGs) e
aminas simpaticas (AS).
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Abstract

The present study addressed the participation of Toll-like receptors 2 and 4 and adaptor
molecules MYDS88 and TRIF in the joint hypernoccieptive response induced by zymosan and
LPS injected into the tibio-tarsal joint. The mechanisms involved in this phenomenon were
also evaluated. It was observed that LPS and zymosan-induced articular hypernociception.
And this articular hypernociception are involved the Toll-like receptors 2 and 4, and adaptor
molecula MYDS8S8. And the LPS induced joint production of TNF-a, IL-1B and KC time-dose-
dependent manner, the same was observed with zymosan. The mechanism involved in the
genesis of this joint hypernociceptive response was investigated. The TNF-o induces the
liberation the IL-1B, KC, prostanoides and sympathetic amines. Furthermore, IL-1p induces
the release of TNF-a, KC, prostanoides and sympathetic amines. Moreover, KC induces the
liberation of TNF-a, IL-1p, prostanoides and sympathetic amines. It seems these cytokines
and chemokines support the hypothesis that during articular inflammation, the cytokines and
chemokines were released each other in cyclic manner. Finally, prostanoids and
sympathomimetic amines were released and sensitize the nociceptors resulting in mechanical
articular hypernociception. We results suggest the first time the important role of Toll-like
receptors and adaptor molecule and the cyclic participation of cytokines and quimiokines in

the joint hypernociception.

Key words: joint pain, arthritis, hyperalgesia, TNF-a, IL-1B, KC, hypernociception.
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Introduction

Rheumatoid arthritis is an autoimmune disease of unknown etiology associated with
chronic inflammation of peripheral joints and joint pain. Movement-induced joint
hyperalgesia is a serious burden to patients presenting inflammatory arthropathies [1]. This
clinical state (hyperalgesia) is better defined as hypernociception in experimental models
since the majority of experimental nociceptive tests do not differentiate hyperalgesia from
allodynia since they do not allow detection of loss of specificity of a sensory modality,
characteristic of allodynia [2]. Recently, we developed an experimental model of
inflammatory joint hypernociception in mice, in which the dorsal flexion of zymosan
inflamed tibio-tarsal articulation elicits hypernociception. This method allows direct
quantification of this inflammatory related hypernociceptive phenomenon [3]. Today it is
generally accepted that proinflammatory cytokines play an important role in the pathogenesis
of rheumatoid arthritis. TNF-a, IL-1B and IL-8 (mice keratinocyte-derived chemokine- KC)
has been detected in the synovium and synovial fluids of pacients with rheumatoids arthritis
(CHU et al., 1991, WESTACOTT et al., 1990, DI GIOVINE, et al., 1988, NEIDEL et al.,
1995) However, the mechanisms of initiation and perpetuation of the inflammatory cascade
in rheumatoid arthtitis are still unknown.

Toll-like receptors (TLRs) are a family of pattern recognition receptors that are
involved in the recognition of conserved pathogen-associated molecular patterns (AKIRAe t
et t al.,, 2006). They are conserved proteins with an extracellular leucine-rich domain and an
intracellular Toll/IL-1 like receptor (TLR) domain. To date, 11 members of the TLR family
have been-identified in humans, TLR4 being the first to be described (AKIRA et al., 2004;
BEUTLER et al., 2004). This receptor is essencial for LPS signalling, TLR-4 has been

involved in the recognition of endogenous ligants, such as hsp60, fibronectin and multiple
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host protein (AKIRA, et al., 2004; ANDREAKOS et al., 2004). TLR-4 cam signal through the
adapter protein MyD88 as well as through MyD88-independent pathways, resulting in the
activation of various intracellular signaling cascades, wich lead to the activation of
transcription factors of the nuclear transcription factor kB and interferon regulatory factor
families, wich ultimately induce the production of inflammatory mediators (AKIRA et al.,
2004; BEUTLER et al., 2004). Although the specific ligants involved in TLR activation
during autoimmune disease are unclear, TLR signaling seems involved in the pathogenesis of
autoimmune inflammatory diseases, including arthritis (CHOE et al., 2003; ZHAI et al.,
2004; BOULE et al., 2004). The expression and function of TLR in rheumatoid arthritis
tissues or cells have been studied by different groups. Higher expression of TLR-2 and TLR-4
in synovial tissues has been found in rheumatoid arthritis patients (RADSTAKE et al., 2004).
In the present study, we investigated the involvement of TLR-2 and 4, adapter

molecules and the mechanisms involved in the development of joint hypernociception.
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2. Material and Methods

2.1 Animals

All experiments were carried out on male C57BL/6, SV129, TNF—RI'/', TRL—Z'/',
MYD88'/', TRIF'/', HEPAS and HEJ 20-25 g, from the University of Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto, Brazil. Mice were housed in the animal care facility of the School of Medicine of
Ribeirdo Preto. Mice were taken to the testing room at least 1 h before experiments and were
used once. All experiments were double blinded and conducted in accordance with the
guidelines of the National Institute of Health on the welfare of experimental animals and with
the approval of the Ethics Committee of the Faculty of Medicine of Ribeirao Preto, University

of Sdo Paulo.

2.2 Induction of tibio-tarsal joint inflammation

Joint inflammation was induced by administration of zymosan (30 ug) [3], LPS
(300ng), TNF-a (1 — 1000pg), IL-1B (100 — 5000pg) and KC (1 — 100ng) diluted in 5 pL of
saline and injected into the right tibio-tarsal joint of lightly anaesthetized mice. The
substances were injected with a 29 G hypodermic needle inserted into the joint. Control

animals received an intra-articular injection of 5 UL sterile saline.
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2.3 Articular flexion-elicited hypernociception in the inflamed joint: Assessment by a

modified electronic pressure-meter test for mice.

Experiments were performed as previously described by [3], which is a modification
of the test described earlier by [22, 23]. In a quiet room, mice were placed in acrylic cages (12
x 10 x 17 cm high) with a wire grid floor 15-30 min before testing for environmental
adaptation. Stimulations were performed only when animals were quiet, without exploratory
movements or defecation and not resting on their paws. In these experiments, an electronic
pressure-meter was used. It consists of a hand-held force transducer fitted with a
polypropylene tip (IITC Inc., Life Science Instruments, Woodland Hills, CA, USA). An
increasing perpendicular force applied to the central area of the plantar surface induced the
flexion of the tibio-tarsal joint. A tilted mirror below the grid provided a clear view of the
animal’s hind paw. In the electronic pressure-meter test, the intensity of the stimulus was
automatically recorded when the paw was withdrawn. The non-nociceptive tip probe area size
used to evaluate the movement-elicited hypernociception was 4.15 mm®. The flexion-elicited

withdrawal threshold is expressed in grams (g).

2.4 Cytokine and chemokine measurements (ELISA)

At indicated times after the inflammation stimuli injection, animals were killed, and
the tibio-tarsal joint was removed from the injection and control joint (saline). The samples
were homogenized in 500ul of the appropriate buffer containing protease inhibitors, and
TNF-a, IL-1pB, and KC levels were determined by ELISA (SAFIEH-GARABEDIAN et al.,

1995). The results are expressed as picograms of each cytokine or chemokine per joint.
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2.5 Drugs and reagents

Murine recombinant TNF-a, IL-1f, and human recombinant IL-1ra were provided by
the National Institute for Biological Standards and Control (South Mimms, Herfordshire,
UK). Recombinant murine KC was purchased from PeproTech (Rocky Hill, NJ).
Indomethacin (non-selective cyclo-oxigenase inhibitor) was obtained from Prodome,
(Campinas, SP, Brazil); zymosan, guanetidine were obtained from Sigma (St Louis, MO,
USA); DF 2162 was obtained from laboratories of Dompé pharma; LPS was obtained from

Sigma (St Louis, MO, USA).

2.6 Statistical analysis

Results are presented as means * s.e.m. and are representative of two separate
experiments of 5 animals per group. Two-way analysis of variance (ANOVA) was used to
compare the groups and doses at all times (curves) when the hypernociceptive responses were
measured at different times after the stimulus injection. The analyzed factors were treatments,
time and time versus treatment interaction. When there was a significant time versus
treatment interaction, one-way ANOVA followed by Bonferroni’s ¢ test was performed for
each time. Alternatively, when the hypernociceptive responses were measured once after the
stimulus injection, the differences between responses were evaluated by one-way ANOVA
followed by Bonferroni’s ¢ test. Statistical differences were considered to be significant at P <

0.05.
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3. Results

3.1. Participation of toll-like receptors 4 and Toll-like receptors 2 in joint hypernociception

in mice.

To investigate the role of toll-like receptors (TLRs) and adaptors molecules to the joint
hyperalgesia, we used deficient mice in a experimental model of arthritis to evaluated the
hypernociceptive response. The LPS injected into the tibio-tarsal joint induced
hypernociceptive joint response. In the MYDS88-/- mice the hypernociceptive response was
inhibited (82%) (figure 1, panel A), the same was observed in the HEJ mice (86%) (figure 1,
panel B). However, the hypernociceptive response observed with TRIF-/- mice and TLR-2-/-
mice were the same observed with the WT mice (figure 1, panel A and B). These results
suggest that TLR-4 and MYD88 participe the joint hypernociceptive response.

To evaluated the possibility the participation of Toll-like receptors 2 in the joint
hypernociceptive response, the zymosan was injected into the tibio-tarsal joint in the TLR-2-/-
mice and was observed the reduction the joint hypernoccieptive response (67%) (fgure 1,
panel C). And we were evaluated the participation of adaptor molecules MYDS88 was
observed the 80% the recovery of threshold (figure 1, panel C). No diference between HEPAS
and HEJ mice was observed (figure 1, panel D).

Thus, suggesting that TLR-2 and MYD8S8 participate the joint hypernociceptive response
induced by intra-articular injection of zymosan. These results point to first demonstration the

participation of TLRs and adaptors molecules in the joint hypernociceptive response.
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3.2. Toll-like receptors and adaptors molecules production the cytokines and quimiokines in

Jjoint inflammation.

The toll-like 4 agonist LPS induced the production of KC in the dose-time-dependence
manner (figure 2, panel A). And this production was inhibited in the MYD88”" and HEJ mice.
But in the TRIF" mice the levels of the KC was the same levels observed in the WT mice
(figure 2, panel A). When the evaluated the levels of IL-1B in the joint was observed
enhanced the levels this cytokine the dose-time-dependence manner. The levels of IL-1p was
reduction in the HEJ and MYD88"" joint. The levels this cytokine wasn’t inhibited in the
TRIF” mice (figure 2, panel B). The same was observed with TNF-q, the levels was
enhanced in the 3 and 5 hours. The levels of TNF-a in the MYD88” joint was reduced (figure
2, panel C). The levels of TNF-a in the HEJ joint was reduced when compared with HEPAS
(figure 2, panel C).

The zymosan, toll-like 2 agonist injected into the tibio-tarsal induced the production of
TNF-a, the levels was enhanced in the 3 and 5 hours. The levels of TNF-a in the MYDS88™”
joint was reduced (figure 2, panel D). When the evaluated the levels of IL-1f in the joint was
observed enhanced the levels this cytokine the dose-time-dependence manner. The levels of
IL-1p was reduction in the MYD88" joint (figure 2, panel E). the levels of KC were
determined and the results observed was the enhanced the dose-time-dependence manner
(figure 2, panel F ). And this production was inhibited in the MYD88” mice. These results
suggest the participation of MYD88 and toll-like receptors 2 and 4 in the production of KC,

IL-1p and TNF-o.
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3.3. The toll-like agonist 2 and 4 induced hypernociceptive response was mediated by TNF-o,

IL-1B and KC.

To investigate the mechanism involved in the joint hypernociceptive response
observed with toll-like agonist 2 (zymosan) and toll-like agonist 4 (LPS), we evaluated
whether as cytokines TNF-a and IL-f and quimiokine KC were involved in this response.
With this end the animals were pre-treated with IL-1Ra (30 mg kg™, 30 min before i.v., IL-1
receptor antagonist) and DF2162 (15 mg kg', 60 min before p.o., CXCR1/2 inhibitor)
treatments inhibited joint hypernociceptive response induced by zymosan and LPS (figura 3,
panel A and B). To evaluate the participation of TNF-o we used the TNF-RI”" mice and the
joint hypernociception induced by zymosan and LPS was also inhibited (figure 3, panel A and
B). These results suggest the participation of TNF-o, IL-p and KC in this joint

hypernociceptive response observed with zymosan and LPS.

3.4. Citokines and quimiokines -induced mechanical articular hypernociception in mice.

Larticular injection of TNF-a induced articular hypernociception in a dose- and time-
dependent manner (1-1000 pg; 1-5 h) (Figure 4, panel A). The maximum hypernoccieptive
response was observed with the dose of 100 pg of TNF-a. The hypernociception was already
significant 1 h after TNF-a injection, reached a plateau at 5 h after articular injection, and
returned to control levels by 24 h (Figure 4, panel A). The mechanism involved in TNF-o-
induced articular hypernociception was evaluated by the pretreatment of mice with
indomethacin (5 mg kg 30 min before i.p., non-selective cyclo-oxigenase inhibitor) [22],
guanetidine (30 mg kg™, 30 min before s.c, sympathomimetic neuron-blocking agent), or with

the association of indomehacin and guanetidine. It was observed that indomethacin,
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guanetidine or the association of indomethacin and guanetidine treatments inhibited TNF-a-
induced articular hypernociception (Figure 4, panel B). Furthermore, IL-1Ra (30 mg kg™, 30
min before i.v., IL-1 receptor antagonist) and DF2162 (15 mg kg, 60 min before p.o.,
CXCRI1/2 inhibitor) treatments also inhibited TNF-a-induced articular hypernociception
(Figure 4, panel B). To confirm this results the injection of TNF-a stimulated the secretion of
KC (Figure 4, panel C) and IL-1p (Figure 4, panel C). Zymosan induced production of TNF-a
and this production was inhibited in the groups trated with DF2162 and IL-1Ra (figure 4,
panel C). LPS also induced production of TNF-a and this production wasn’t inhibited in the
groups treated. These results suggest that TNF-a induces the liberation to another mediators
inflammatory.

Larticular injection of IL-1p induced articular hypernociception in a dose- and time-
dependent manner (1000-5000 pg; 1-5 h) (Figure 4, panel D). The maximum
hypernoccieptive response was observed with the dose of 5000 pg of IL-1B. The
hypernociception was already significant 1 h after IL-1p injection, reached a plateau at 5 h
after articular injection (Figure 4, panel D). With the objective to investigated the mechanism
involved in IL-1B-induced articular hypernociception the mice received the pretreatment with
indomethacin (5 mg kg 30 min before i.p., non-selective cyclo-oxigenase inhibitor) [22],
guanetidine (30 mg kg™, 30 min before s.c, sympathomimetic neuron-blocking agent), or with
the association of indomehacin and guanetidine. It was observed that indomethacin,
guanetidine inhibited IL-1B-induced articular hypernociception and the association of
indomethacin and guanetidine treatments results in more inhibition of IL-1B-induced articular
hypernociception (Figure 4, panel E).This results suggest that IL-1f induces the liberation of
prostanoids and sympathomimetic amines, and this mediators sensitize the nociceptors.
Furthermore, DF2162 (15 mg kg, 60 min before p.o., CXCR1/2 inhibitor) treatment

inhibited IL-1B-induced articular hypernociception (Figure 4, panel E). Moreover, the
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response hypernociceptive induced by IL-1B was inhibited in TNE-RI”" mice (Figure 4, panel
E). The results suggest that IL-1B-induced hypernociception was dependent that KC and
TNF-a. Consistent with this suggesting, IL-1p induced KC and TNF-a production in joint
tibio-tarsal in mice (Figure 4, panel F). Zymosan induced production of IL-1p and this
production was inhibited in the groups trated with DF2162 and in the TNF-RI”" mice (figure
4, panel C). LPS also induced production of IL-1p and this production was inhibited in the
group treated with DF2162 and TNF-RI”" mice. These results suggest that IL-1p induces the
liberation to another mediators inflammatory.

Larticular injection of KC induced articular hypernociception in a dose- and time-
dependent manner (1-100 ng; 1-5 h) (Figure 4, panel G). The maximum hypernociceptive
response was observed with the dose of 30 ng of KC. The hypernociception was already
significant 1 h after KC injection, reached a plateau at 5 h after articular injection (Figure 4,
panel G). With the objective to investigated the mechanism involved in KC-induced articular
hypernociception the mice received the pretreatment with indomethacin (5 mg kg 30 min
before i.p., non-selective cyclo-oxigenase inhibitor) [22], guanetidine (30 mg kg™, 30 min
before s.c, sympathomimetic neuron-blocking agent), or with the association of indomehacin
and guanetidine. It was observed that indomethacin, guanetidine inhibited KC-induced
articular hypernociception and the association of indomethacin and guanetidine treatments
results in more inhibition of KC-induced articular hypernociception (Figure 4, panel H). this
results suggest the participation of prostanoids and sympathomimetic amines in the joint
hypernociceptive response. Furthermore, IL-1Ra (30 mg kg, 15 min before i.v., IL-1
receptor antagonist) treatment inhibited KC-induced articular hypernociception (Figure 4,
panel H). Moreover, the response hypernociceptive induced by KC was inhibited in TNF-RI™"
mice (Figure 4, panel H). The results suggest that KC-induced hypernociception was

dependent that IL-1p and TNF-a. Zymosanand LPS induced production of KC and this
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production was inhibited in the groups trated with IL-1Ra and in the TNE-RI”" mice (figure 4,
panel C). Consistent with this suggesting, KC induced IL-1B and TNF-a production in joint
tibio-tarsal in mice (Figure 4, panel I). Taken together, all these data support the hypothesis
that during articular inflammation, the cytokines and chemokines were released each other in
cyclic manner. Finally, prostanoids and sympathomimetic amines were released and sensitize

the nociceptors resulting in mechanical articular hypernociception.

4. Discussion

In the present study, we addressed the role of Toll-like receptors in the genesis of
articular inflammatory hypernociception using a novel mice model, which is characterized by
inflamed joint movement-elicited hypernociception [3]. Actually, Toll-like receptors and their
signalization seem to participate in the genesis of articular inflammatory hypernociception
since deficiente mice to TLR2, TLR4 and MYDS88 reduced the joint hypernociception
induced by zymosan or LPS. Reinforcing the experimental approach, it was observed that
MYDS88 (MYD88"), TLR2”", HEJ genetically deficient mice presented reduced levels of
cytokines TNF-a, IL-1p and chemiokine KC in the joint. These results are in line with other
studies demonstrating the participation of TLRs in the production of inflammatory mediators
(PIERER et al., 2004, KATTAH et al., 2008). Moreover, genes deletion studies have
demonstrated that TLR-4 is principally responsible for lipopolysaccharide (LPS)-induced
activation,while TRL-2 is principally responsive a zymosan (HOSHINO et al., 1999;
FRASNELLI et al., 2005). TLR-2 and TLR-4 signaling lead to the activation of NF-xB
(ANDREAKOS et al., 2005) and the MAP kinases JNK (TAKEDA et al., 2005) and p38
(MATSUZAWA et al.,, 2005) through myeloid differentiation factor 88-dependent and

independent pathways. Recent studies have demonstrated the increased expression of TLR-2
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and TLR-4 on peripheral blood monocytes from patients with rheumatoid arthritis (De
RYCKE et al., 2005; IWAHASHI et al., 2004). In a study utilizing immunohistochemistry,
both TLR-2 and TLR-4 were found to be expressed in the synovial tissue of patients with
rheumatoid arthritis (De RYCKE et al., 2005; IWAHASHI et al., 2004; RADSTAKE et al.,
2004). Furthermore, in a study using reverse transcriptase-polymerase chain reaction and in
situ hybridization, TLR-2 was found to be expressed in the rheumatoid joint and to be up-
regulated in rheumatoid arthritis synovial fibroblasts by TNF-o and IL-18 (SEIBL et al.,
2004; KYBURTZ et al., 2003). While the expression of TLR-2 and TLR-4 on synovial tissue
macrophages has been documented, quantitative studies have not been performed to examine
the level of expression of TLR-2 and TLR-4 on synovial macrophages and to define the
response to TLR ligands. These studies are important, because ligants for TLR-2 and TLR-4
have been identified in rheumatoid arthritis synovial tissue by a monoclonal antibody (VAN
DER HEIJDEN et al., 2000). Additionally, endogenous mammalian TLR agonist, including
fibrinogen, extra domain A of fibronectin, Hsp60 and Hsp70, low molecular weight fragments
of hyaluronic acid are expressed in the rheumatoid arthritis joint, and each has been shown to
active NF-kB through TLR-4 and/or TLR-2 (HINO et al., 1995; OKAMURA et al., 2001;
TERMEER et al., 2002; WAGNER , 2001). Macrophages, an important component of the
innate immune, are the important source of TNF-o and IL-1B, IL-8 that are pivotal inn
promoting inflammation and joint destruction in rheumathoid arthritis (FIRESTEIN 2004).
Moreover, TLR-2 and TLR-4 ligation result in increase activation of rheumathoid arthritis
synovial macrophages compared with those from patients with others forms of inflammatory
arthritis or compared with control macrophages (HUANG et al., 2007).

Numerous studies reported significant increase in the levels of TNF-a, IL-13 and KC
in human inflammatory diseases that are accompanied by hyperalgesia, including rheumatoid

arthritis. Recent studies demonstrated the crucial role of this cytokines and chemiokines in the
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genesis of arthritis. In arthritis models, it seems that IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-8 have been
markedly elevated in synovial fluid and synovial membranes from patients with rheumathoid
arthritis (GUERNE et al., 1989, BARKSBY et al., 2007). This cytokines and chemiokines
also plays a role in the induction of inflammatory pain in mice (CUNHA et al., 2005).

Considering the above-mentioned evidence, it was evaluated the hypothesis that TNF-
a, IL-1B and KC induces hypernociception by dependent mechanism TLR-2 and TLR-4
agonists. In fact, the zymosan- and LPS-induced hypernociception that is inhibited by pre-
treatment with IL-1Ra and DF2162. Moreover, in the deficiente mice to p55 the
hypernoccieptive response induced by zymosan or LPS were inhibited too.

The hypernociceptive mechanism of action of cytokines and chemiokines participation
in articular inflammatory model was investigated. Our group demonstrate that cytokines and
chemokines are sequential release in the mechanical hypernociception in mice and rats
(FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 2005). TNF-a, IL-1B and KC trigger two basic
mechanical hypernociceptive inflammatory pathaways: the prostanoide and the sympathetic
(POOLE et al., 1999). In both animal species, prostanoide release is stimulated by IL-1j,
because indomethacin blocks the hypernociceptive effect of IL-1p. However, TNF-a, which
stimulates both pathways in rats and only the prostanoids pathway in mice (CUNHA et al.,
2005). Furthermore, whereas CINC stimulates only the sympathetic component in rats, KC
stimulates both of hypernociceptive pathways in mice ( CUNHA et al., 2005). Moreover, in
the present results demonstrated that the auto-regulatory release of this cytokines and
chemokines in this articular hypernociception. For instance, KC induced the production of IL-
1B and TNF-o in the joint in this model. Matusukawa demonstrated that intra-articular
injection of IL-8 induced IL-1 production (MATSUKAWA et al., 1995). The administration
of CXCR2 antagonist reduction the levels of TNF-a in the sinovial fluid (PODOLIN 2002).

The response hypernociceptive induced by KC was reduced in the TNFR1”” mice and the
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animals treated with IL-1Ra. IL-1p induced the articular hypernociceptive response that was
inhibited in the animal treated with DF2162 and TNFR1” mice. And the injection intra-
articular this cytokines induced the production of TNF-o and KC. Condrocitos stimulated
with IL-1p induced the expression of IL-8 and TNF-o receptors (AIDA et al., 2006). The
interaction among cytokines and chemokines was evaluated in the present experimental
model, there is evidence that TNF-o-induced the production of IL-1f and KC. Our results
demonstrated that KC induced the production of TNF-o and IL-13. Moreover, IL-1f induced
the production of KC and TNF-o.. The administration of DF2162 reduced the TNF-o. or IL-18
induced hypernociception in mice. And the articular hypernociceptive response induced by
IL-1B or KC was reduced in the TNFR1“” mice. Moreover, the articular hypernociceptive
response induced by TNF-a or KC was reduced in the animals treated with IL-1Ra. The
articular hypernoccieptive response induced by TNF-o, IL-1f or KC was inhibited that
administration of indomethacin and guanethidine (sympathetic blocker) demonstrated the
participation of prostanoides and sympathetic pathways in this articular inflammatory model.

Taking together the present results point out the mechanism involved in zymosan
(Toll-like 2 agonist) and LPS (Toll-like 4 agonist) mediation of inflammatory joint
hypernociception. It seems that TNF-o, IL-1B and KC mediates hypernociception by auto-
regulatory release. action on the peripheral ending of sensory neurons.

Figure 5 summarizes the hypernociceptive action of zymosan and LPS in the present

inflammatory model.
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Legends

Figure 1. Agonist Toll-like 4-LPS and agonist Toll-like 2-Zymosan mediates joint
hypernociception. Panel A- MYD88" and TLR-2"" deficient mice were received the the
tibio-tarsal injection of LPS (300 ng/5 uL). The flexion-elicited hypernociception was
evaluated after 5 h after LPS injection. Panel B- HEJ and TRIF” deficient mice were
received the tibio-tarsal injection of LPS (300 ng/5 uL). The flexion-elicited hypernociception
was evaluated after 5 h after LPS injection. Panel C - MYD88™ and TLR-2"" deficient mice
were received the the tibio-tarsal injection of zymosan (30 ng/5 pL). The flexion-elicited
hypernociception was evaluated after 5 h after zymosan injection. Panel D — HEJ deficient
mice were received the the tibio-tarsal injection of zymosan (30 pg/5 pL). The flexion-
elicited hypernociception was evaluated after 5 h after zymosan injection. The results are
expressed as the mean = SEM of five animals per group. The symbol * means significant
difference when compared with the saline group. # when compared with the LPS or zymosan
injected group (P< 0,05)

Figure 2. Intra-articular injection of LPS or zymosan —stimulated TNF-o., IL-1p and KC
production in joint tissue. Panel A: Concentration of KC in MYD88(-/-), TRIF(-/-) and HEJ
deficient mice and wild type (WT) mice joint injected with SuL of LPS or saline (Sal). At 5 h
after intra-articular injection, mice were killed and joint tissue samples were extracted for
cytokines, wich were measured by ELISA. The results are expressed by the mean + SEM of
four animals per group * Statistically significant differences compared with the control group
(P<0,05). Panel B: Concentration of IL-1f in MYDB88(-/-), TRIF(-/-) and HEJ deficient
mice and wild type (WT) mice joint injected with SuL of LPS or saline (Sal). At 5 h after
intra-articular injection, mice were killed and joint tissue samples were extracted for
cytokines, wich were measured by ELISA. Panel C: Concentration of TNF-o in MYDS88(-/-),
TRIF(-/-) and HEJ deficient mice and wild type (WT) mice joint injected with SuL of LPS or
saline (Sal). At 5 h after intra-articular injection, mice were killed and joint tissue samples
were extracted for cytokines, wich were measured by ELISA. Panel D: Concentration of
TNF-o in MYD88(-/-) and TLR2(-/-) deficient mice and wild type (WT) mice joint injected
with SuL of zymosan or saline (Sal). At 5 h after intra-articular injection, mice were killed
and joint tissue samples were extracted for cytokines, wich were measured by ELISA. Panel
E: Concentration of IL-1p in MYD88(-/-) and TLR2(-/-) deficient mice and wild type (WT)
mice joint injected with SUL of zymosan or saline (Sal). At 5 h after intra-articular injection,
mice were killed and joint tissue samples were extracted for cytokines, wich were measured
by ELISA. Panel F: Concentration of KC in MYD88(-/-) and TLR2(-/-) deficient mice and
wild type (WT) mice joint injected with SuL of zymosan or saline (Sal). At 5 h after intra-
articular injection, mice were killed and joint tissue samples were extracted for cytokines,
wich were measured by ELISA. The results are expressed by the mean £ SEM of four animals
per group * Statistically significant differences compared with the control group (P<0,05).

Figure 3. Mechanical hypernociception induced by intra-articular injection of LPS or
zymosan in WT and TNFR1 (p55-/-) mice: effects of IL-1Ra and DF2162. Panel A:
Nociceptive response induced by LPS (300ng/5uL) in WT mice pretreated with SUL of saline
(sal) or p55(-/-) mice and pretreatement of WT mice with 30mg/kg of IL-1Ra delivered i.v.,
15mg/kg of DF2162 delivered p.o. The hypernociceptive responses were evaleuated 5 h after
LPS intra-articular injection. The results are expressed by the mean = SEM of five animals
per group. The symbol * means significant difference when compared with the saline group. #
when compared with the LPS injected group (P< 0,05)
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Panel B: Nociceptive response induced by zymosan (30ug/5uL) in WT mice pretreated with
SuL of saline (sal) or p55(-/-) mice and pretreatement of WT mice with 30mg/kg of IL-1Ra
delivered i.v., 15mg/kg of DF2162 delivered p.o. The hypernociceptive responses were
evaluated 5 h after zymosan intra-articular injection. The results are expressed by the mean +
SEM of five animals per group. The symbol * means significant difference when compared
with the saline group. # when compared with the zymosan injected group (P< 0,05)

Figure 4: TNF-o, IL-1p and KC induced tibio-tarsal joint hypernociceptive-flexion.
Panel A: Dose-and time-response curves of the hypernociception induced by intra-articular
injection of TNF-a (1, 10, 100 and 1000pg/5ul) or saline. The hypernoccieptive effectes were
determined at 1, 3, 5, 7 and 24 h after intra-articular injection of TNF-o . The results are
expressed by the mean £ SEM of five animals per group. The symbol * means significant
difference when compared with the saline group. Panel B: Nociceptive response induced by
TNF-o (100pg/5ul) in pretreatment of mice with 30mg/kg of IL-1Ra delivered i.v., 15mg/kg
of DF2162 delivered p.o., Smg/kg indometacina (indo) delivered i.pl., 30 mg/kg guanethidine
(GNT) delivered s.c., and indomethacine plus guanetidine. The results are expressed by the
mean = SEM of five animals per group. The symbol * means significant difference when
compared with the saline group. # when compared with the TNF-o injected group (P< 0,05).
Panel C: Production of TNF-a in mice intra-articular injected with IL-1p (5n/5uL), KC
(10ng/5uL), zymosan (ZYM- 30ug/5uL), zym treated with DF2162, zym treated with IL-
1Ra, LPS (300ng/5uL), LPS treated with DF2162, LPS treated with IL1Ra The results are
expressed by the mean + SEM of five animals per group. The symbol * means significant
difference when compared with the saline group. # when compared with the zymosan or LPS
injected group (P< 0,05).Panel D: Dose-and time-response curves of the hypernociception
induced by intra-articular injection of IL-1B (100, 1000 and 5000pg/5ul) or saline. The
hypernoccieptive effects were determined at 1, 3, 5, 7 and 24 h after intra-articular injection
of IL-1pB. The results are expressed by the mean = SEM of five animals per group. The symbol
* means significant difference when compared with the saline group. Panel E: Nociceptive
response induced by IL-1B (5000pg/5ul) in TNFR1 (p55-/-) mice and pretreatment of WT
mice with 15mg/kg of DF2162 delivered p.o., Smg/kg indometacina (indo) delivered i.pl., 30
mg/kg guanethidine (GNT) delivered s.c., and indomethacine plus guanetidine. The results are
expressed by the mean + SEM of five animals per group. The symbol * means significant
difference when compared with the saline group. # when compared with the IL-1p injected
group (P< 0,05). Panel F: Production of IL-1p in mice intra-articular injected with TNF-o.
(100pg/5uL), KC (10ng/5uL), zymosan (ZYM- 30ug/5uL), zym treated with DF2162, zym in
the TNFRI1 (p55-/-) mice, LPS (300ng/5uL), LPS treated with DF2162, LPS in the TNFR1
(p55-/-) mice.The results are expressed by the mean + SEM of five animals per group. The
symbol * means significant difference when compared with the saline group. # when
compared with the zymosan or LPS injected group (P< 0,05). Panel G: Dose-and time-
response curves of the hypernociception induced by intra-articular injection of KC (1,10 and
30ng/5ul) or saline. The hypernoccieptive effects were determined at 1, 3, 5, 7 and 24 h after
intra-articular injection of IL-1B. The results are expressed by the mean = SEM of five
animals per group. The symbol * means significant difference when compared with the saline
group. Panel H: Nociceptive response induced by KC (10ng/5ul) in TNFR1 (p55-/-) mice
and pretreatment of WT mice with 30mg/kg of IL-1Ra delivered i.v., Smg/kg indometacina
(indo) delivered 1.pl., 30 mg/kg guanethidine (GNT) delivered s.c., and indomethacine plus
guanetidine. The results are expressed by the mean = SEM of five animals per group. The
symbol * means significant difference when compared with the saline group. # when
compared with the KC injected group (P< 0,05). Panel I: Production of KC in mice intra-
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articular injected with TNF-oo (100pg/5uL), IL-1B (5000pg/5uL), zymosan (ZYM-
30ug/5uL), zym treated with IL-1Ra, zym in the TNFR1 (p55-/-) mice, LPS (300ng/5uL),
LPS treated with IL-1Ra, LPS in the TNFR1 (p55-/-) mice.The results are expressed by the
mean = SEM of five animals per group. The symbol * means significant difference when
compared with the saline group. # when compared with the zymosan or LPS injected group
(P<0,05).

Figure 5: Representative diagram of the mechanism underling the TLR2, TLR4
mediation of inflammatory hypernociception of the joint. The figure summarizes the
essential conclusion of the present study, which shows the role of TLR2 and 4 stimulating
hypernociceptive response. And the participation of MYD88 and TNF-o, IL-1B and KC in
this articular hypernociception.
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Figure 4
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Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao
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Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
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Baixar livros de Educacao
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Baixar livros de Educacao Fisica
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